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1.1 Der Thalamus als Tor zum Bewusstsein 
Den größten Teil des Diencephalons bildet der Thalamus. Er wird anatomisch und 
funktionell in zwei Hauptstrukturen unterteilt, den dorsalen und den ventralen Thalamus. 
Anatomisch betrachtet formt der Thalamus eine kleine, paarige Struktur, die im Hirn zentral 
gelegen ist (s. Abb. 1.1–1). Der dorsale Part kann in 15 Nuclei unterteilt werden, deren 
Projektionen zum Neokortex sowie zum Nucleus reticularis thalami (NRT) ziehen. Die Nuclei 
verfügen über mindestens zwei Zelltypen: glutamaterge Schaltneurone sowie GABAerge 
Interneurone. Im Verhältnis finden sich drei bis vier Mal mehr Schalt- als Interneurone. Der 
ventrale Teil des Thalamus besteht hauptsächlich aus dem NRT, der ausschließlich über 
GABAerge Neurone verfügt.  
 
 
Abb. 1.1–1 Lage des Diencephalons im menschlichen Gehirn. Dargestellt sind die Positionen 
des Kleinhirns (blau) und des Diencephalons (orange). Letzterer besteht aus dem paarig angelegten 
Thalamus sowie dem Hypothalamus. Quelle: http://www.web-
books.com/eLibrary/Medicine/Physiology/Nervous/Nervous.htm, Stand: 05.01.2010. 
 
In der Vergangenheit wurde der Thalamus als eine einfache, subkortikale Schaltstation 
betrachtet, die sensorische Eingänge zum Neokortex unverändert weiterleitet. Ausschließlich 
der Neokortex sollte komplexe Verarbeitung der Informationen vermitteln. Seit einiger Zeit 
aber ist bekannt, dass die Funktionen des Thalamus deutlich umfangreicher sind. Zwei 
Hauptaufgaben werden ihm zugeschrieben. Zum einen kontrolliert der Thalamus als letzte 
subkortikale Schaltstelle den Informationsfluss. Mit Ausnahme der olfaktorischen Reize 
werden alle sensorischen Eingänge über die spezifischen Kerne (first order nuclei) zur 
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weiteren Prozessierung an den Kortex weitergeleitet. Gegebenenfalls werden sie moduliert 
und gefiltert, so dass vorverarbeitete Signale die entsprechenden kortikalen Areale erreichen. 
Aus diesem Grund wird der Thalamus auch als „das Tor zum Bewusstsein“ bezeichnet (Pape 
et al., 2005). Da der dorsale Teil des Nucleus geniculatum laterale (dLGN) die wichtigste 
Relaisstation von visuellen Informationen auf dem Weg zum Kortex bildet, ist er ein 
prominentes und gut untersuchtes Beispiel eines spezifischen Thalamuskerns.  
Zum anderen fungiert der Thalamus nicht nur als Schaltstation zwischen Peripherie 
und Neokortex. Vielmehr gibt es zusätzlich Projektionen aus dem Kortex zu den 
unspezifischen Kernen des dorsalen Thalamus (higher order nuclei) und umgekehrt. Diese 
Verbindungen dienen vermutlich der Modulation von Informationen, die von einem 
Kortexareal zum anderen weitergegeben werden. Die genaue funktionelle Bedeutung dieser 
Verbindungen ist allerdings noch weitgehend unbekannt (Llinás et al., 1998; Sherman & 
Guillery, 2006). Als Beispiel für einen unspezifischen Thalamuskern kann der centromediale 
Nucleus der intralaminaren Kerne (CM) angeführt werden, dessen Hauptprojektionen zum 
Striatum und zu Arealen des frontalen Kortex ziehen.  
 
1.1.1 Aufbau des thalamokortikalen Netzwerks 
Dorsaler Thalamus und Kortex sind durch eine Vielzahl von wechselseitigen 
Projektionen miteinander verbunden. Anatomisch betrachtet positioniert sich der NRT wie 
eine Hülle um den Thalamus und grenzt ihn so von der Großhirnrinde ab (s. Abb. 1.1.1-1). 
Sämtliche Projektionen vom Thalamus zum Kortex und umgekehrt verlaufen durch den NRT 
hindurch, so dass auch die GABAergen Neurone des NRT über axonale Abzweigungen 
innerviert werden. Die hemmenden Synapsen des NRT allerdings enden an den 
Schaltneuronen des Thalamus. Darüber hinaus haben lokale Interneurone des dorsalen 
Thalamus einen inhibitorischen Einfluss auf die thalamokortikalen Neurone. Erregende 
Eingänge des dorsalen Thalamus stammen als sensorische Stimuli aus der Peripherie oder aus 
anderen Hirnarealen, wie u. a. den Basalganglien und dem Hirnstamm. Aber auch der Kortex 
bildet erregende Synapsen an den thalamischen Projektionsneuronen aus. 
Zusammengenommen bilden diese Netzwerkverbindungen Rückkopplungsschleifen und 
damit die strukturelle Basis für oszillatorische Aktivität des thalamokortikalen Systems 
(Jones, 1985; Sherman & Guillery, 2006).  
 




Abb. 1.1.1-1 Vereinfachte, schematische Darstellung des thalamokortikalen Netzwerks. 
Erläuterungen im Text. GABA, γ-Aminobuttersäure; NRT, Nucleus reticularis thalami. Nach Sherman 
& Guillery (2006). 
 
1.1.2 Aktivität und Funktionsweise des thalamokortikalen Netzwerks 
Abhängig vom Membranpotential der thalamischen Neurone arbeiten diese in 
grundsätzlich verschiedenen Aktivitätszuständen (Jahnsen & Llinás, 1984a, b, c). 
Hyperpolarisierte Membranpotentiale um -75 mV induzieren den so genannten burst Modus. 
Entsprechend feuern die thalamischen Neurone rhythmische, salvenartige 
Aktionspotentialentladungen als Antwort auf einen depolarisierenden Stimulus. Jedoch 
ausgehend von einem positiveren Membranpotential um -55 mV ändert sich die neuronale 
Reaktion auf einen depolarisierenden Stimulus. Die Zelle feuert nun im tonischen Modus, der 
durch eine Serie von einzelnen Aktionspotentialen gekennzeichnet ist. Die Feuerfrequenz ist 
in diesem Modus proportional zu der Intensität des auslösenden, exzitatorischen Stimulus. 
Entscheidend für den Wechsel zwischen den Aktivitätsmodi ist die Regulation des 
Membranpotentials, welche unter anderem durch die Freisetzung von Neurotransmittern aus 
den Terminalen des aufsteigenden Hirnstammsystems während des Aufwachens bedingt ist 
(McCormick & Huguenard, 1992).  
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Diese beiden grundsätzlich unterschiedlichen Aktivitätsmodi definieren verschiedene 
Verhaltenszustände des gesamten Organismus. Denn bestimmte Phasen des Tiefschlafs und 
der Anästhesie sowie Epilepsieformen sind durch burst Aktivität thalamokortikaler (TC) 
Neurone gekennzeichnet. In diesen Fällen herrscht niederfrequente (< 15 Hz), oszillatorische 
Aktivität des gesamten thalamokortikalen Systems vor und die Weiterleitung von 
sensorischen Eingängen über den Thalamus zum Kortex ist gehemmt (Hobson & Pace-Schott, 
2002; Pace-Schott & Hobson, 2002; Huguenard & McCormick, 2007). Im 
Elektroenzephalogramm (EEG) ist dieser Zustand gekennzeichnet durch synchrone Aktivität 
mit hohen Amplituden. Hingegen erlaubt tonisches Feuern der TC Neurone während Phasen 
der Wachheit die Weiterleitung der sensorischen Informationen im Thalamus und damit die 
Prozessierung auf kortikaler Ebene. Dies spiegelt sich im EEG durch desynchronisierte, 
hochfrequente Muster wider (s. Abb. 1.1.2-1).  
 
 
Abb. 1.1.2-1 Zwei Aktivitätsmodi von thalamischen Projektionsneuronen und ihre 
Korrelate im EEG. (A) Niederfrequente Oszillationen des thalamokortikalen Netzwerks während 
des Delta-Schlafs abgeleitet im EEG (oben). TC Neurone zeigen Salvenentladungen (bursts) als 
Antwort auf eine Depolarisation ausgehend von Membranpotentialen um -75 mV (unten). (B) 
Typisches EEG-Muster während Wachheit (oben). Ausgehend von Membranpotentialen um -55 mV 
induzieren Depolarisationen tonisches Feuern der Neurone (unten). Aus Llinás, 1998. 
 
Auf zellulärer Ebene werden die Ausprägung und der Wechsel zwischen den 
Aktivitätszuständen entscheidend durch folgende Größen beeinflusst: (1) Art und 
Lokalisation der Membranrezeptoren und Ionenkanäle der beteiligten Neuronentypen, (2) die 
synaptische Verschaltung innerhalb des thalamokortikalen Netzwerks und (3) modulatorische 
Effekte von Neurotransmittern. Über den Beitrag verschiedener Ionenströme zur Generierung 
thalamischer Aktivitätsmodi ist bereits viel bekannt. So wurde die Rolle von low voltage 
activated (LVA, auch T-Typ genannt) Ca2+-Kanälen und hyperpolarisationsaktivierten und 
zyklisch Nukleotid gesteuerten (HCN)-Kanälen für langsame, rhythmische Aktivität gut 
untersucht. Das Zusammenspiel dieser beiden Ionenströme erlaubt es den TC Neuronen im 
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burst Modus, salvenartige Aktionspotentialentladungen zu feuern (s. Abb. 1.1.2-1(A)). 
Ausgelöst durch eine Membranhyperpolarisation öffnen HCN Kanäle und induzieren eine 
langsame Depolarisation. Dies führt zur Aktivierung der LVA Ca2+-Kanäle, die eine zweite 
Depolarisationsphase auslösen, welche eine kurze, schnelle Aktionspotentialentladung trägt 
(Perez-Reyes, 2003; Crunelli, 2005; Crunelli et al., 2006). Dagegen ist über high voltage 
activated (HVA) Ca2+- und Ca2+-aktivierte K+- (BKCa) Kanäle und ihre Rolle für tonische 
Aktivität während Phasen der Wachheit weit weniger bekannt. Im Gegensatz zu den T-Typ 
LVA Kanälen öffnen HVA Kanäle bei depolarisierten Membranpotentialen (Lipscombe et al., 
2004) und können daher zu tonischer Aktivität beitragen. Eine cAMP abhängige HVA 
Kanalmodulation durch Neurotransmitter des aufsteigenden Hirnstammsystems (ARAS) 
findet in Phasen der Wachheit statt (Meuth et al., 2002). Dies hat einen entscheidenden 
Einfluss auf den Aktivitätsmodus der TC Neurone und fördert so den Wechsel zwischen 
Schlafen und Wachen. Aber nicht nur die HVA Kanäle werden in Phasen der Wachheit 
cAMP abhängig reguliert. Denn unter den Neurotransmitterrezeptoren scheinen solche eine 
zentrale Bedeutung zu haben, die an Adenylylzyklasen (ACs) gekoppelt sind und so im 
Zusammenhang mit der Regulation der thalamischen Aktivitätsmuster und entsprechend mit 
der Ausprägung von Verhaltenszuständen des Organismus stehen. Studien haben 
nachgewiesen, dass ACs durch Neuromodulatoren des ARAS (Noradrenalin, Serotonin) 
aktiviert werden, daraufhin verschiedene Ionenkanäle regulieren und so zur Umsetzung der 
zellulären Antwort beitragen (Lüthi & McCormick, 1999; Hoogland & Saggau, 2004). Als 
Targets für cAMP abhängige Modulation in TC Neuronen wurden bisher HCN, HVA und 
BKCa Kanäle identifiziert (Schmid et al., 1985; Lüthi & McCormick, 1999; Biella et al., 2001; 
Meuth et al., 2002). Der Einfluss der HCN Kanäle auf die burst Aktivität von TC Neuronen 
in Phasen des Schlafs und während epileptischer Anfälle wurde bereits intensiv untersucht. 
Jedoch ist die Rolle der HVA und BKCa Kanäle während des tonischen Feuerns in Phasen der 
Wachheit und bei der Weiterleitung von sensorischen Informationen zum Kortex 
weitestgehend unbekannt.  
 
1.1.3 Pathophysiologische Oszillationen des thalamokortikalen Netzwerks: 
Absence Epilepsie 
Unter physiologischen Bedingungen treten niederfrequente Oszillationen des 
thalamokortikalen Systems nur während Phasen des traumlosen Schlafs auf. Unter dem 
Begriff der thalamokortikalen Dysrhythmien werden verschiedene neurologische und 
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psychiatrische Erkrankungen zusammengefasst, die sich durch niederfrequente Rhythmen des 
thalamokortikalen Netzwerks auszeichnen, die aber während Phasen der Wachheit auftreten. 
Dazu zählen Krankheiten wie neurogener Schmerz, Tinnitus, Parkinson’sche Krankheit, 
Depression und generalisierte Epilepsie (Jeanmonod et al., 1996; Llinás et al., 1999). All 
diesen neuropathologischen Zuständen scheint ein gemeinsamer Mechanismus zu unterliegen 
und ihre Symptomatik hängt ab von der genauen Lokalisation der thalamokortikalen 
Oszillationen (Llinás et al., 1999).  
Die generalisierte, epileptische Störung ist charakterisiert durch Anfälle, in denen im 
EEG hypersynchrone, abnormale Aktivität in beiden Hemisphären gemessen werden kann. 
Typische Absence Anfälle zeichnen sich durch eine sekundenlange Bewusstlosigkeit aus, die 
mit keiner (oder nur wenig) motorischer Aktivität assoziiert ist (Avoli et al., 2001). Das EEG-
Muster zeigt die charakteristischen, pathologischen Spitze-Welle-Entladungen (spike-and-
wave discharges, SWD) mit einer Frequenz von etwa 3 Hz, welche bilateral simultan 
einsetzen. Interiktal ist das EEG-Muster unauffällig (s. Abb. 1.1.3-1). Vieles weist daraufhin, 
dass diese Anfälle vom selben System generiert werden, welches auch die Oszillationen 
während des Tiefschlafs generiert und dem burst Feuermodus unterliegt (Williams, 1953; 
Gloor, 1968; McCormick & Bal, 1997; Crunelli & Leresche, 2002; Pace-Schott & Hobson, 
2002; Pinault & O'Brien, 2005; Budde & Pape, 2009).  
Die Internationale Liga gegen Epilepsie (international league against epilepsy, ILAE) 
klassifiziert alle vorkommenden Anfallstypen und definiert eine Terminologie, nach der die 
Absence Epilepsie eine generalisierte, nicht-konvulsive und idiopathische Anfallsform ist. 
Dementsprechend gibt es keine ersichtliche Ursache - mit Ausnahme der polygenetischen 
Prädisposition - für diese Attacken. Absence epileptische Anfälle treten häufig im Kindes- 
und Jugendalter auf, wobei sie bei 70 % der Patienten im erwachsenen Alter ausheilen 
(Crunelli & Leresche, 2002; Pinault & O'Brien, 2005; Budde et al., 2006).  
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Abb. 1.1.3-1 EEG-Ableitungen von generalisierten Spitze-Welle-Entladungen eines 
Absence Epilepsie-Patienten. Die Abkürzungen (links) deuten die Positionen der Ableitelektroden 
auf dem Kopf an. L: links, R: rechts, F: frontal, C: zentral, P: posterior. Aus dem Übersichtsartikel von 
Avoli (2001).  
 
Tierexperimentelle Studien deuten daraufhin, dass Veränderungen in der Expression 
und cAMP abhängigen Modulation von Ionenkanälen zur Epilepsieentstehung beitragen 
können. Für ein genetisches Tiermodell der Absence Epilepsie konnte gezeigt werden, dass 
bereits ein Ungleichgewicht in der Subtypexpression von HCN Kanälen die cAMP 
Sensitivität dieses Stroms vermindert und so die Regulation der Aktivität thalamischer 
Neurone beeinflusst (Budde et al., 2005). Um die polygenetischen Ursachen der humanen 
Absence Epilepsie zu untersuchen, stehen genetische Rattenmodelle zur Verfügung. Häufig 
verwendetes und gut etabliertes Modell sind die Wistar Albino Glaxo Ratten aus Rijswik/NL, 
WAG/Rij (Coenen & van Luijtelaar, 2003). Diese Tiere zeigen spontan auftretende SWDs im 
EEG und reagieren auf klassische Antiepileptika. Die Symptomatik ähnelt der der humanen 
Absence Epilepsie und ist frei von weiteren neurologischen Defiziten. Diese Faktoren machen 
die WAG/Rij Tiere zu einem geeigneten Modellorganismus, um die pathophysiologischen 
Schlüsselkomponenten bei der Generierung von epileptischer Aktivität zu untersuchen.  
 
1.2 Adenylylzyklasen 
1.2.1 Regulation der Adenylylzyklasen 
Der cAMP/PKA-abhängige Modulationsweg ist die am besten untersuchte 
Signaltransduktion in tierischen Zellen. Diese Signaltransduktion verläuft über die 
Plasmamembran, erfordert die Beteiligung von einem oder mehreren membranständigen 
Proteinen und konvergiert auf den ACs. Die ACs fungieren als Effektorenzyme, die 
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verschiedene Botenstoffe aus verschiedenen Signalwegen detektieren, integrieren sowie 
interpretieren. Die enzymatische Aktivität der Adenylylzyklasen wird durch eine Vielzahl von 
unterschiedlichen Rezeptoren und Proteinen inhibiert oder aktiviert. In Säugern gibt es 
mindestens zehn verschiedene Gene, die für Adenylylzyklasen kodieren. Bisher sind neun 
membranständige Isoformen (AC1 – AC9) sowie eine lösliche AC (soluble AC, sAC oder 
AC10) (Braun & Dods, 1975) bekannt. ACs sind ubiquitär exprimiert. Die Isoformen jedoch 
unterscheiden sich in ihrer gewebespezifischen Expression. Entsprechend der Ähnlichkeit 
ihrer Aminosäuresequenzen und der funktionellen Eigenschaften werden sie in fünf Gruppen 
(I - V) unterteilt (s. Tabelle 1.2.1-1).  
 
Tabelle 1.2.1-1 Klassifizierung von Säugetier-ACs anhand ihrer regulatorischen 
Eigenschaften. Die AC Isoformen werden in fünf verschiedene Gruppen eingeteilt (I – V). 
Aktivierende (+) und inhibierende (-) Modulatoren der entsprechenden AC sind eingezeichnet. Wenn 
keine Modulation vorliegt oder bekannt ist, ist die Kennzeichnung wie folgt ( ). Die Tabelle wurde aus 
den Übersichtsartikeln von Patel (2001) sowie Sunahara & Taussig (2002) zusammengestellt und mit 
aktuellen Erkenntnissen modifiziert. Erläuterungen im Text. GαS, stimulierendes Gα-Protein; Fsk, 
Forskolin; Gαi, inhibierendes Gα-Protein; Gβγ, βγ-Untereinheit des G-Proteins; PKA, cAMP abhängige 
Proteinkinase; PKC, Ca2+-abhängige Proteinkinase; NO, Stickstoffmonoxid; CaM, Calmodulin; Caln, 
Calcineurin; CO2, Kohlenstoffdioxid; HCO3-, Hydrogencarbonat.  
 
Modulatoren 
I II III IV V 
AC1 AC3 AC8 AC2 AC4 AC7 AC5 AC6 AC9 AC10
Gαs + + + + + + + + +  
Forskolin + + + + + + + +   
P-
Seitenanaloga 












Gαi -      - -   
Gβγ -  - + + + - -   
PKA       - -   
PKC + +  + - + + - -  
NO       - -   
CaM Kinase 
II 
 -       +  
CaM Kinase 
IV 
-          
CO2/HCO3-          + 
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Die Bindung der stimulierenden α-Untereinheit führt bei allen membranständigen ACs 
(Gruppe I bis IV) zu einer Aktivitätssteigerung (Gilman, 1987; Iyengar, 1993), während P-
Seitenanaloga (Adenin Nukleosid-3'-Polyphosphate) eben solche inhibieren (Désaubry et al., 
1996). Mit Ausnahme der AC9 und der löslichen AC Isoform (Premont et al., 1996; Yan et 
al., 1998; Chen et al., 2000) werden alle ACs durch die Wechselwirkung mit dem Diterpen 
Forskolin aktiviert (Seamon et al., 1981; Insel & Ostrom, 2003).  
Mitglieder der Gruppe I (AC1, AC3 und AC8) zeichnen sich durch die Stimulation 
ihrer enzymatischen Aktivität über die Wechselwirkung mit Ca2+-Calmodulin aus (Krupinski 
et al., 1989; Choi et al., 1992; Cali et al., 1996). Die Proteinkinase C hat einen stimulierenden 
Einfluss auf die AC1 und AC3 (Jacobowitz et al., 1993). Die Isoform AC1 wird überdies 
auch über mehrere verschiedene Proteine und Moleküle inhibiert. So reduziert auch die βγ- 
sowie die inhibierende α-Untereinheit der G-Proteine die Umsatzrate des Enzyms (Tang & 
Gilman, 1991; Sunahara & Taussig, 2002).  
In der zweiten Gruppe werden die AC2, AC4 und AC7 zusammengefasst. Diese 
Isoformen zeichnen sich durch aktivierende Wechselwirkungen mit der βγ-Untereinheit der 
G-Proteine aus (Gao & Gilman, 1991; Tang & Gilman, 1991). Zudem hat die 
Phosphorylierung der AC2 und AC7 durch die Proteinkinase C einen aktivierenden Effekt, 
während jedoch dieselbe Modulation auf die AC4 inhibierende Auswirkungen hat 
(Zimmermann & Taussig, 1996; Toshiaki et al., 1997).  
Die ACs der dritten Gruppe zeichnen sich durch mannigfaltige Inhibition aus. So wird 
ihre Aktivität nicht nur – wie bei allen membranständigen ACs – über P-Seitenanaloga 
reduziert, sondern es haben sowohl die inhibitorische α- als auch die βγ–Untereinheit der G-
Proteine, Stickstoffmonoxid und die cAMP aktivierte Proteinkinase A einen dämpfenden 
Effekt auf diese Isoformen (Taussig et al., 1993; Iwami et al., 1995; Chen et al., 1997; 
Bayewitch et al., 1998; Cooper et al., 1998; Hille, 2001). Außerdem werden die ACs der 
Gruppe III direkt über Ca2+-Ionen inhibiert (Sunahara & Taussig, 2002).  
Charakteristisch für die AC9 (Gruppe IV) ist die Inhibition ihrer Umsatzrate durch die 
Proteinkinase C und die Proteinphosphatase Calcineurin (Paterson et al., 1995; Sunahara & 
Taussig, 2002). Aktiviert hingegen wird sie durch Phosphorylierung über die CaM Kinase II 
(Cumbay & Watts, 2005).  
Die lösliche AC10 (Gruppe V) zeichnet sich nicht nur durch eine abweichende 
Aminosäuresequenz und damit Tertiärstruktur aus (Buck et al., 1999). Als einzige Isoform 
dieser Enzymfamilie wird sie durch Kohlenstoffdioxid bzw. Hydrogencarbonat (Chen et al., 
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2000) und Ca2+-Calmodulin (Jaiswal & Conti, 2003) reguliert und ist insensitiv gegenüber 
den typischen AC Regulatoren: Gαs-Protein, Forskolin und P-Seitenanaloga.  
 
1.2.2 Signaltransduktion über G-Protein gekoppelte Rezeptoren und 
Adenylylzyklasen 
Adenylylzyklasen sind in Vertebraten wie Invertebraten an der Regulation wichtiger 
Signalwege beteiligt. Alle G-Protein gekoppelten Rezeptoren benutzen funktionell ähnliche 
Signaltransduktionswege (Dohlman & Thorner, 2001; Hille, 2001). Nach der Bindung eines 
spezifischen Liganden an den Rezeptor wird eine Konformationsänderung des 
Rezeptorproteins induziert. Der aktivierte Rezeptor kann mit einem heterotrimeren, GTP-
bindenden Protein (G-Protein) interagieren (Gilman, 1987). Es entsteht ein Komplex aus 
ligandaktiviertem Rezeptor und G-Protein. Hierdurch wird der Austausch von 
Guanosindiphosphat (GDP) gegen Guanosintriphosphat (GTP) an der α-Untereinheit des G-
Proteins katalysiert. Dies hat zur Folge, dass die α- und βγ-Untereinheit des G-Proteins vom 
Rezeptor dissoziieren und der aktive Rezeptor ein neues G-Protein aktivieren kann. Die GTP-
besetzte α-Untereinheit, aber auch die βγ-Untereinheit können nun verschiedene 
Effektorproteine regulieren, z. B. Adenylylzyklasen (ACs), Phosphodiesterasen oder 
Ionenkanäle. Da ein Rezeptormolekül mehrere G-Proteine aktiviert und die Wechselwirkung 
des G-Proteins die Umsatzrate des Effektorproteins erhöht, wird eine deutliche Verstärkung 
des Eingangssignals erreicht.  
Die Aktivierung von Adenylylzyklasen über G-Protein gekoppelte Rezeptoren verläuft 
über die GTP tragende α-Untereinheit der G-Proteine, welche mit der membranständigen 
Adenylylzyklase interagiert und so deren katalytische Aktivität erhöht (s. Abb. 1.2.2-1). Da 
cAMP ein wichtiger sekundärer Botenstoff in Zellen ist, können verschiedene Signalwege 
moduliert werden. Wenn cAMP an die beiden regulatorischen Untereinheiten der PKA bindet, 
dissoziieren diese von den katalytischen Untereinheiten ab, und die PKA ist in der Lage, ihre 
Zielproteine zu phosphorylieren. So können intrazelluläre Reaktionen ausgelöst werden, die 
schließlich in der adäquaten Antwort auf das extrazelluläre Signal enden.  
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Abb. 1.2.2-1 Signaltransduktion über G-Protein gekoppelte Rezeptoren und 
Adenylylzyklasen. Durch die Bindung eines Liganden wird der G-Protein gekoppelte Rezeptor 
(GPCR) aktiviert. Ein stimulatorisches G-Protein (GS) steigert die Aktivität der Adenylylzyklase (AC), 
d. h. die Syntheserate von zyklischem 3´,5´-Adenosinmonophosphat (cAMP) nimmt zu. Als 
sekundärer Botenstoff ist cAMP in der Lage, verschiedene Signalwege zu aktivieren, u. a. bindet 
cAMP an die Proteinkinase A (PKA), die daraufhin spezifisch Zielproteine phosphorylieren kann. 
 
Der Thalamus wird von einer Vielzahl von Neuromodulatoren innerviert. Allein 
ausgehend vom Hirnstamm werden Thalamuskerne über catecholaminerge, cholinerge und 
serotoninerge Eingänge moduliert. Eine wichtige Funktion dieser Botenstoffe ist die 
Regulation des thalamischen Aktivitätsmodus, welcher die Verhaltenszustände des gesamten 
Organismus definiert. Außerdem können diese Modulatoren die Merkmale der 
Informationsweiterleitung zum Kortex beeinflussen (Govindaiah & Cox, 2006). Für die 
zelluläre Umsetzung dieser Signale verfügen thalamische Schaltneurone über ein großes 
Repertoire an Signalkaskaden. Insbesondere spielen hier die ACs für die Signalweiterleitung 
adrenerger und serotoninerger Eingänge eine wichtige Rolle (McCormick, 1992a; 
McCormick, 1992b). Signalgesteuerte Regulation der AC Aktivität beeinflusst verschiedene 
Ionenkanäle in thalamokortikalen Neuronen. In diesem Zusammenhang konnte für die ACs 
eine entscheidende Funktion in der Regulation der HCN Kanäle zugeschrieben werden (Lüthi 
& McCormick, 1999). Weitere Effektorkanäle des cAMP Signalwegs wie HVA Ca2+ 
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(Kammermeier & Jones, 1997; Pedroarena & Llinás, 1997; Meuth et al., 2001) und BKCa 
Kanäle werden in TC Neuronen exprimiert (Biella et al., 2001; MacDonald et al., 2006). 
Allerdings ist über die cAMP abhängige Regulation dieser Kanäle und die funktionellen 
Konsequenzen für die thalamokortikale Aktivität nur wenig bekannt.  
 
1.3 Fragestellung und Zielsetzung 
ACs sind membranständige Proteine, die einen der wichtigsten sekundären 
Botenstoffe synthetisieren, das zyklische 3’,5’-Adenosinmonophosphat (cyclic AMP, cAMP). 
Änderungen des intrazellulären cAMP Level beeinflussen grundlegende Zellprozesse, unter 
anderem die Genexpression und das Zellwachstum. Des Weiteren hat die signalgesteuerte 
Synthese dieses sekundären Botenstoffs eine wichtige Funktion auch in der Regulation von 
Ionenströmen in Schaltneuronen des Thalamus (Lüthi & McCormick, 1999; Frère & Lüthi, 
2004; Budde et al., 2005; Kanyshkova et al., 2009). Es gibt Hinweise, dass 
Ionenkanalveränderungen und veränderte cAMP Signalgebung zur Epilepsieentstehung 
beitragen. Denn frühere Studien konnten bereits zeigen, dass die cAMP vermittelte 
Modulation der HCN Kanäle den Wechsel zwischen burst und tonischen Aktivitätsmodus 
thalamischer Neurone reguliert. Zudem deuteten die Resultate darauf hin, dass die endogene 
cAMP Produktion in thalamischen Projektionsneuronen der epileptischen WAG/Rij Ratten 
vermindert ist (Budde et al., 2005). Allerdings gibt es bis heute nur wenige Informationen 
über die Rolle und Funktion der ACs im Thalamus. Außerdem ist die Fragestellung nach der 
AC vermittelten Modulation von Ionenkanälen und damit der AC gesteuerten Regulation der 
thalamokortikalen Aktivität bisher noch unbeantwortet.  
Basierend auf diesem Wissen sollen in der vorliegenden Promotionsschrift mit Hilfe 
von molekularbiologischen, biochemischen und elektrophysiologischen Methoden zwei 
verschiedene Aspekte der Funktion thalamischer ACs untersucht werden. Der erste Abschnitt 
behandelt die Fragestellung, ob eine Dysfunktion der ACs in einem Tiermodell der Absence 
Epilepsie vorliegt. Es soll untersucht werden, ob eine gestörte Signalgebung über ACs in 
juvenilen Ratten als eine preepileptische Veränderung zur Pathogenese beitragen kann. Hierzu 
werden die Experimente an einem genetischen Rattenmodell der humanen Absence Epilepsie, 
den Wistar Albino Glaxo Ratten aus Rijswik/NL (WAG/Rij) durchgeführt. Für 
Kontrollmessungen werden ACI Ratten genutzt, da diese keine SWDs aufweisen (Coenen & 
van Luijtelaar, 2003). Im Fokus dieser Studien stand der dLGN als wichtigste 
Umschaltstation von visueller Information auf dem Weg zum Kortex. Der dLGN ist sehr gut 
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erforscht, verfügt überdies neben den Schaltneuronen noch als einziger thalamischer Nucleus 
der Nagetiere über lokale Interneurone (Jones, 1985) und kommt so strukturell dem Aufbau 
eines menschlichen Thalamuskerns sehr nahe. Da die intrinsischen Eigenschaften der 
Schaltneurone des dLGN bereits gut charakterisiert sind, werden sie häufig als Modellsystem 
thalamokortikaler Neurone herangezogen. Mit Hilfe von quantitativer Realtime-PCR sollen 
die Genexpressionsprofile verschiedener AC Isoformen im dLGN sowie in weiteren 
epilepsie-relevanten Hirnarealen beider Rattenstämme entwicklungsabhängig analysiert 
werden. Des Weiteren soll ein biochemischer Assay genutzt werden, um die endogene cAMP 
Produktion in thalamischen Geweben zu quantifizieren und mögliche Unterschiede zwischen 
den Rattenstämmen aufzudecken. Eine funktionelle Relevanz der AC Aktivität soll anhand 
von elektrophysiologischen Ionenstromableitungen dargestellt werden. Der cAMP modulierte 
high voltage activated Ca2+-Strom soll hier als Monitor für die AC Aktivität in den Neuronen 
beider Rattenstämme genutzt werden.  
Der zweite Teil dieser Studie untersucht den Beitrag der ACs zum tonischen 
Feuerverhalten der dLGN Schaltneurone und somit den Einfluss der ACs auf die 
Weiterleitung sensorischer Signale zum Kortex. Bisher stand überwiegend die Regulation des 
burst Modus im Fokus der Forschung (Lüthi & McCormick, 1999; Budde et al., 2005), so 
dass die AC vermittelte Modulation des tonischen Feuerns nur unzureichend untersucht ist. 
Elektrophysiologische Ableitungen an TC Neuronen werden daher gemacht, um einerseits die 
AC vermittelte Modulation der BKCa Kanäle und andererseits die Auswirkungen dieser 
Ionenkanalmodulation auf das tonische Feuermuster zu analysieren. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Verwendete Rattenstämme 
Als genetisches Tiermodell der Absence Epilepsie wurden die Wistar Albino Glaxo 
Ratten aus Rijswik/NL (WAG/Rij) und als Kontrolltiere ACI Ratten, ein Stamm ohne 
epileptische Symptomatik (Coenen & van Luijtelaar, 2003), herangezogen. WAG/Rij Ratten 
entwickeln spontane, generalisierte Spitze-Welle-Entladungen (spike-and-wave discharges, 
SWD), die trotz unterschiedlicher Frequenzbänder (WAG/Rij: 7 – 10 Hz, Mensch: 2 – 4 Hz) 
große Ähnlichkeit zu den in Menschen gemessenen pathologischen EEG-Mustern aufweisen. 
Ein weiteres Argument für die Plausibilität dieses Tiermodells ist, dass klinisch angewandte, 
antiepileptische Medikamente SWDs in WAG/Rij Ratten wie im Patienten unterdrücken. 
Absence epileptische Anfälle zeigen sich bei diesen Tieren ab einem Alter von drei Monaten 
und persistieren auf Lebenszeit. Beim Menschen setzt die Pathogenese in der Jugend ein und 
wird mit zunehmendem Alter rückläufig. Die Messungen der hier vorliegenden Studie wurden 
– wenn nicht anders angegeben - in anfallfreien Tieren im Alter von 14 – 25 Tagen 
durchgeführt, um die preepileptischen Veränderungen untersuchen zu können. Die 
Experimente wurden an beiden Rattenstämmen (ACI und WAG/Rij Ratten) auf die gleiche 
Art und Weise sowie mit Tieren beider Geschlechter durchgeführt. Die Genehmigung der 
lokalen Behörden für die Organentnahme lag vor.  
 
2.2 Elektrophysiologische Untersuchungen 
2.2.1 Präparation von vitalen Hirnschnitten 
Die in der vorgelegten Arbeit für elektrophysiologische Ableitungen verwendeten 
Versuchstiere wurden zwischen dem 14. und 25. postnatalen Tag (P14 - 25) tief mit dem 
systemischen Anästhetikum Isofluran (Forene®, Abbott, Baar, Schweiz) betäubt und 
dekapitiert. Nach dem Eröffnen der Schädelkalotte konnte in situ ein circa 8 - 10 mm starker 
Gewebeblock präpariert werden, der den dorsalen Teil des Nucleus geniculatum laterale 
(dLGN) beinhaltete und im Anschluss in eine eisgekühlte, physiologische Präparationslösung 
überführt wurde. Diese Salzlösung beinhaltete die folgenden Substanzen (in mM): 
Saccharose, 200; PIPES, 20; KCl, 2,5; NaH2PO4, 1,25; MgSO4, 10; CaCl2, 0,5; Glukose, 10. 
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,35 eingestellt. Zur Versorgung des Gewebes wurde die 
Lösung mit Sauerstoff begast.  
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Im Anschluss an die Präparation wurden das Cerebellum und das anteriore Drittel 
entfernt, bevor der Gewebeblock mit der rostralen Seite auf den Objekthalter des Vibratoms 
(VT1200 S, Leica, Wetzlar, Deutschland) geklebt wurde. So konnten circa 300 μm dicke 
Präparate geschnitten werden. Zur besseren Handhabung wurden die erhaltenen Hirnschnitte 
in der Mitte geteilt, so dass jeweils zwei das dLGN beinhaltende Präparate pro Schnitt für die 
späteren Messungen zur Verfügung standen. Insgesamt erhielt man mit dieser 
Vorgehensweise 4 - 6 geeignete Schnitte pro Versuchstier. Die Hirnschnittpräparate wurden 
danach zur Aufbewahrung in eine Haltekammer überführt. Diese enthielt eine Bikarbonat-
gepufferte Lösung (standardisierte ACSF - artificial cerebrospinal fluid) der folgenden 
Zusammensetzung (in mM): NaCl, 125; KCl, 2,5; NaH2PO4, 1,25; NaHCO3, 24; MgSO4, 2; 
CaCl2, 2; Glukose, 10. Die Osmolarität lag etwa bei 320 mOsmol/kg. Die Versorgung mit 
Sauerstoff und die Aufrechterhaltung eines pH-Werts von 7,35 erfolgten durch die Begasung 
mit einem Gemisch aus 95 % O2 und 5 % CO2. In diesem Medium wurden die Präparate 
zunächst für 25 min bei 30 °C inkubiert und danach für die Dauer der Versuche bei 
Raumtemperatur aufbewahrt. Insgesamt wurde eine Adaptationsphase von einer Stunde 
che burst Feuerverhalten unterdrückt und tonisches Feuern durch Modulation von Patch 
 
2.2.2 Patch clamp Ableitungen 
Alle Ableitungen wurden an visuell identifizierten, thalamokortikalen Schaltneuronen 
innerhalb des dLGN bei Raumtemperatur durchgeführt. Einzelne Zellen innerhalb des 
Hirnschnitts konnten mit Hilfe der differentiellen Interferenzkontrastmikroskopie (Dodt & 
Zieglgänsberger, 1990) dargestellt werden. Die elektrophysiologischen Signale wurden mit 
Pipetten aus Borosilikatglas (GC150TF-10, Clark Electromedical Instruments, Pangbourne, 
Großbritannien), die über einen chlorierten Silberdraht mit einem EPC-10 Verstärker (HEKA 
Elektronik, Lamprecht, Deutschland) verbunden waren, aufgezeichnet (s. Abb. 2.2.2-1).  
 




Abb. 2.2.2-1 Ersatzschaltbild der whole cell Konfiguration (Ganzzellableitung). Nach 
Aufbrechen des Membranflecks unterhalb der Pipette besteht direkte Verbindung zwischen 
Pipettenlösung und Cytosol. Strom, der über die Zellmembran fließt, kann so abgeleitet werden. Nach 
Numberger und Draguhn (1996). Rs, Serienwiderstand; Rm, Membranwiderstand; Cm, 
Membrankapazität. 
 
Für die Messungen der HVA Ströme wurden die Pipetten mit einer internen Lösung 
der folgenden Zusammensetzung gefüllt (in mM): NaCl, 10; CsMeSO4, 95; EGTA, 11; 
HEPES, 10; KCl, 1; Tetraethylammoniumchlorid (TEA-Cl), 15; 4-Aminopyridin (4-AP), 5; 
QX-314-Cl, 3,35; Phosphokreatin, 15; MgCl2, 0,25; CaCl2, 1; Mg-ATP, 3; Na2-GTP, 0,5. Der 
pH-Wert wurde mit CsOH auf 7,25 Einheiten eingestellt, die Osmolarität lag bei circa 295 
mOsmol/kg. Die Badlösung setzte sich zusammen aus (in mM): NaCl, 120; KCl, 2,5; 
NaH2PO4, 1,25; MgSO4, 2; HEPES, 30; TEA-Cl, 5; 4-AP, 2; Glukose, 10; CaCl2, 3; CsCl, 5; 
Tetrodotoxin (TTX), 0,0005; der pH wurde mit NaOH auf 7,35 eingestellt und die 
Osmolarität lag etwa bei 320 mOsmol/kg. Die Pipettenlösung zur Messung der Ca2+-
abhängigen Kaliumströme war wie folgt zusammengesetzt (in mM): NaCl, 10; K-Glukonat, 
95; EGTA, 1,1; HEPES, 10; K3-Citrat, 20; QX-314-Cl, 3,35; Phosphokreatin, 15; MgCl2, 1; 
CaCl2, 0,1; Mg-ATP, 3; Na2-GTP, 0,5. Der pH-Wert wurde mit KOH auf 7,25 Einheiten 
eingestellt, die Osmolarität lag bei circa 310 mOsmol/kg. Die externe Lösung beinhaltete 
folgende Substanzen (in mM): NaCl, 140; KCl, 2; HEPES, 10; Glukose, 10; CaCl2, 2; MgCl2, 
2; TTX, 0,0005; der pH wurde mit NaOH auf 7,35 eingestellt und die Osmolarität lag etwa 
bei 316 mOsmol/kg. In verschiedenen Fällen ist der Lösung 400 µM 3-Isobutyl-1-
methylxanthin (IBMX) zugegeben worden. Das liquid junction potential betrug etwa 19 mV 
bei 20 °C. Die Daten wurden entsprechend korrigiert (Neher, 1992). 
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Für die Messung im current clamp Modus beinhaltete die Pipettenlösung das Folgende 
(in mM): NaCl, 10; K-Glukonat, 88; K3-Citrat, 20; HEPES, 10; K-BAPTA, 3; 
Phosphokreatin, 15; MgCl2, 1; CaCl2, 0,5; Mg-ATP, 3; Na2-GTP, 0,5. Die Osmolarität der 
Lösung betrug etwa 295 mOsmol/kg und der pH wurde mittels KOH auf 7,25 eingestellt. Die 
Badlösung entsprach ACSF (Zusammensetzung s. Abschnitt 2.2.1).  
Der typische Elektrodenwiderstand lag bei 2 - 3 MΩ, der Serienwiderstand in einem 
Bereich von 5 - 15 MΩ. Alle Experimente wurden mittels eines PCs und dem Pulse-
Softwarepaket (HEKA Elektronik, Lamprecht, Deutschland) durchgeführt.  
 
2.2.3 Analyse und Darstellung der Ableitungen 
Alle gewonnenen Ergebnisse sind in der vorliegenden Arbeit als Mittelwert ± 
Standardfehler angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mit einem für kleine 
Stichproben modifizierten student’s T-Test überprüft, sobald von einer Gauß’schen 
Normalverteilung ausgegangen werden konnte (Dixon & Massey, 1969) (Origin 7.5 
Software). Darüber hinaus wurde der nicht-parametrische Wilcoxon-Mann-Whitney Test 
verwendet (GraphPad Prism Software, GraphPad). Als statistisch signifikant wurden 
Ergebnisse mit p < 0,05 betrachtet. Die Messungen wurden mit den Programmen PulseFit 
(HEKA Elektronik, Lamprecht, Deutschland) und OriginPro 7.5 (OriginLab) analysiert. 
Zur Auswertung der Ableitungen im current clamp Modus wurde ein 
Analyseprogramm mit der MatLab Software (The MathWorks) erstellt. Die Charakterisierung 
des Feuerverhaltens für jeden depolarisierenden Puls während der gesamten Dauer der 
Ableitungen umfasste folgende Parameter: Anzahl der Aktionspotentiale, zeitlicher Abstand 
zwischen den Aktionspotentialen (interspike interval, ISI) sowie ein Index zur Ermittlung der 
Frequenzadaptation (Adaptationsindex, AI; Definition s. folgende Gleichung). 
 
AI = 
gemittelter ISI der letzten drei APs 
 
gemittelter ISI der ersten drei APs 
 
Ein AI = 1 zeigt an, dass keine Frequenzadaptation vorliegt. Ist der AI > 1, weist dies 
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2.3 cAMP Assay 
Rattenhirne von Tieren verschiedener Altersstufen wurden wie unter Abschnitt 2.2.1 
beschrieben präpariert und in eiskalte, mit Sauerstoff begaste Präparationslösung gegeben. 
Mit Hilfe des Vibratoms wurden 300 µm dicke Koronalschnitte angefertigt, um daraus drei 
thalamische Kerne (dLGN, ventrobasaler thalamischer Komplex (VB), Nucleus reticularis 
thalami (NRT)) sowie den primären somatosensorischen Kortex (S1) zu präparieren. Zwei 
Stunden wurde das Gewebe in einer Salzlösung (125 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 1,25 mM 
NaH2PO4; 30 mM HEPES; 10 mM Glukose; 2 mM CaCl2; 1 mM MgCl2; 50 µM IBMX) 
unter Sauerstoff-Begasung inkubiert. Um unterschiedliche Aspekte der AC Funktion zu 
untersuchen, wurde der Lösung zur AC Aktivierung 50 µM des wasserlöslichen 
Forskolinderivats NKH477 (Biotrend, Köln, Deutschland) (Seamon et al., 1981) bzw. zur 
Hemmung der AC Aktivität 200 µM des AC Inhibitors SQ22,536 (Sigma Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) (Lippe & Ardizzone, 1991) hinzugegeben.  
Später wurden die Gewebestücke zur hypotonen Lyse in einen Puffer (10 mM NaCl, 
25 mM HEPES, 2 mM EDTA, 50 µM IBMX, Protease-Inhibitor) überführt und auf Eis 
gehalten. Nach dem Homogenisieren wurden in einem Zentrifugationsschritt (10 min, 664 x g, 
4 °C) die löslichen von den unlöslichen Bestandteilen des Lysats getrennt. Der Überstand 
wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C aufbewahrt. Die cAMP Konzentrationen 
wurden nach Herstellerangaben mit Hilfe des TRK432 cAMP Assay Kits (GE Healthcare, 
München, Deutschland) bestimmt und in pmol/mg Gesamtprotein angegeben. Die 
Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten aus Doppelbestimmungen.  
 
2.4 Fluoreszenzimmunzytochemie 
2.4.1 Präparation der dissoziierten thalamischen Zellen 
Zur Präparation von akut dissoziierten thalamischen Neuronen wurden 500 µm dicke 
Koronalschnitte angefertigt, die den dLGN beinhalteten (s. Abschnitt 2.2.1). Die Schnitte 
wurden daraufhin in Petrischalen überführt, die eiskalte, natriumfreie ACSF enthielten. Nach 
Abtrennung von Kortex und Hippocampus wurde der dLGN herausgeschnitten und in eine 
Spinnerflasche transferiert. Darin wurde das Gewebe in fünf Stufen von 5 °C auf 30 °C 
erhitzt. Danach wurde das Gewebe 25 bis 30 min bei 30 °C in einer mit Sauerstoff begasten, 
mit Trypsin (0,5 – 1 mg/ml) versetzten Lösung inkubiert (in mM: NaCl, 120; KCl, 5; MgCl2, 
3; CaCl2, 1; PIPES, 20; Dextrose, 25; der pH wurde mit NaOH auf 7,35 eingestellt). Nach der 
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enzymatischen Behandlung wurde das Zellsolubilisat in eine andere Spinnerflasche 
transferiert, die eine identische Lösung ohne Trypsin enthielt. Nach Abkühlung auf 
Raumtemperatur wurden Einzelneurone gewonnen, indem das Solubilisat mit Hilfe von 
Pasteurpipetten mit abnehmenden Spitzendurchmessern trituriert wurde.  
 
2.4.2 Fluoreszenzfärbung 
Nachdem die Einzelneurone auf Poly-L-Lysin beschichtete Objektträger gebracht 
waren, wurden sie mittels ansteigender Konzentrationen von Paraformaldehyd (PFA) fixiert 
(0,4 %, 1,2 % und 3 % PFA in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) für je 2 min, 4 % 
PFA/PBS für 4 min). Auf dreimaliges Waschen (je 5 min in PBS) folgte die Blockierung 
unspezifischer Bindungsstellen in 10 % normalem Ziegenserum (normal goat serum, NGS), 
2 % Rinderserumalbumin (bovine serum albumin, BSA), 0,3 % Triton X-100 in PBS für 60 
bis 120 min. Darauf folgte die Erstantikörperinkubation mit rabbit-anti-AC1 (1:150, Abcam, 
Cambridge, USA) sowie dem Neuronenmarker mouse-anti-NeuN (1:1000, Millipore, 
Billerica, MA, USA) über Nacht bei 4 °C in 2 % NGS, 2 % BSA, 0,3 % Triton X-100 in PBS. 
Nach mehrmaligem Waschen wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten 
Sekundärantikörpern (Cy2 goat-anti-rabbit, Cy3 donkey-anti-mouse, je 1:600, Dianova, 
Hamburg, Deutschland) unter Lichtausschluß inkubiert. Nach weiteren Waschschritten 
erfolgte die Konservierung der gefärbten Zellen mittels eines nicht-fluoreszierenden 
Einbettmediums (Shandon Immu-Mount, Thermo, Pittsburgh, PA, USA). Die 
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Axiovert 200M (Zeiss, Jena, 
Deutschland) angefertigt.  
 
2.5 Fluoreszenzimmunhistochemie 
ACI Ratten wurden tief mit Pentobarbital (50 mg/kg Körpergewicht) anästhesiert und 
transkardial mit PBS und darauf folgend mit eiskalten 4 % PFA/PBS für 35 bis 40 min 
perfundiert. Die Hirne wurden entnommen, für 12 h in 4 % PFA/PBS nachfixiert und in 30 % 
Saccharose/PBS gefriergeschützt. Koronale Schnitte (30 µm) wurden auf der Höhe des dLGN 
angefertigt. Nach einigen Waschschritten in PBS wurden 2 h lang unspezifische 
Bindungsstellen auf den freischwimmenden Schnitten mit Hilfe einer Blockierlösung (10 % 
normales Pferdeserum (horse serum, HS); 2 % BSA; 0,05 % Triton X-100 in trisgepufferter 
Salzlösung (TBS)) abgedeckt. Die Schnitte wurden daraufhin mit spezifischen Antikörpern in 
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Inkubationslösung (2 % HS; 2 % BSA; 0,05 % Triton X-100 in TBS) für 14 – 16 h bei 4 °C 
gefärbt. Als Erstantikörper wurden polyklonale rabbit-anti-BKCa (1:400, Alomone Labs, 
Jerusalem, Israel) und monoklonale mouse-anti-NeuN (1:300, Millipore, Billerica, MA, USA) 
Antikörper eingesetzt. Nach dem Waschen (3 x 30 min in PBS) wurden die Schnitte 
abgedunkelt den fluoreszenzmarkierten Zweitantikörpern für 1 h bei RT ausgesetzt: Alexa-
488-konjugierter goat-anti-rabbit IgG (1:1000, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und Cy2-
konjugierter goat-anti-mouse IgG (1:600, Dianova, Hamburg, Deutschland) in 2 % HS, 2 % 
BSA, 0,05 % Triton X-100 in TBS. Nach weiteren Waschschritten wurden die Schnitte mit 
Hilfe von Immunomount eingedeckelt. Als Negativkontrolle wurden üblicherweise die 
Erstantikörper aus dem Färbeprotokoll ausgeschlossen.  
 
2.6 Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) 
2.6.1 Standard-PCR 
2.6.1.1 Präparation des Probenmaterials 
Um Aussagen über spezifische Gewebe treffen zu können, wurden 
Hirnschnittpräparate (s. Abschnitt 2.2.1) unter RNase-freien Bedingungen präpariert. Aus 
diesen Materialien konnten einzelne Hirnregionen mit Hilfe von Skalpellschnitten isoliert 
werden. Die Gesamt-RNA wurde mittels einer Extraktion mit Trizol in Anlehnung an die 
Herstellerinformationen (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) aus dem Material 
isoliert. 
 
2.6.1.2 Umschreibung und Amplifikation  
Die cDNA wurde entweder unter Verwendung des RevertAid™ First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot, Deutschland) aus 0,5 – 12,5 μg 
Gesamt-RNA oder unter Zuhilfenahme des Sensiscript Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
aus unter 0,5 µg Gesamt-RNA mit Oligo(dT)-Primern nach Herstellerangaben synthetisiert. 
Im Rahmen der PCR wurden für die Amplifikation der Spleißvarianten der BKCa Kanäle 25 μl 
Reaktionslösung angesetzt. Die PCR-Ansätze enthielten Oligonukleotide als Primer 
(10 µM / Primer), 1 x Taq-Polymerase-Puffer, 1,5 mM MgCl2, 1 U HotStarTaq-Polymerase 
(Qiagen, Hilden, Deutschland) und 0,2 mM dNTPs.  
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Tabelle 2.6.1.2-1 Primersequenzen zur Detektion von BKCa Spleißvarianten. Die 
Sequenzinformationen für die ZERO bzw. STREX-Primer sind aus Mahmoud & McCobb (2004), für 
die BK Primer aus MacDonald et al. (2006) entnommen. Tann, Hybridisierungstemperatur im PCR-
Lauf. 
 
Primername Sequenz (5’  3’) Tann 
ZERO forward GCC AAA GAA GTT AAA AGG GCA TT 
60 °C 
ZERO reverse CGG CTG CTC ATC TTC AAG C 
STREX forward TTT GAT TGC GGA CGT TCT GA 
60 °C 
STREX reverse TCT CTC AAG GGT GTC CAC GTT AC 
BK forward AGT GCC TTC GTG GGC TGT CCT TC 
55 °C 
BK reverse CAC ATT GGA GTC CAT GTT GT 
 
PCR-Reaktionen wurden in Geräten der Firmen Eppendorf und Applied Biosystems 
durchgeführt. Der Reaktionsansatz wurde zunächst zur Aktivierung der Polymerase für 
15 min 95 °C und dann über 40 Zyklen folgenden Bedingungen ausgesetzt: 
 
Denaturierung: 95 °C, 30 s 
Hybridisierung:  55 bzw. 60 °C, 30 s 
Elongation:   72 °C, 60 s 
 
Schließlich folgte die finale Elongationsphase für 7 min bei 72 °C. Der Erfolg der 
Reaktion wurde anschließend gelelektrophoretisch überprüft.  
 
2.6.1.3 DNA-Gelelektrophorese 
DNA–Fragmente wurden in Agarosegelen (2 % (w/v) Agarose in 1 x Tris-Acetat-
EDTA-(TAE)-Puffer (Merck, Darmstadt, Deutschland)) elektrophoretisch aufgetrennt. Vor 
dem Auftragen wurden die Proben mit 1/5 Volumen 5 x Probenpuffer versetzt. Die Spannung 
wurde mit dem Netzanschlussgerät 500/100 der Firma DESAGA (Heidelberg, Deutschland) 
reguliert. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE benutzt. Durch die Zugabe von 1 µg/ml 
Ethidiumbromid zu Gel und Puffer konnten die DNA-Fragmente auf einem UV-
Transilluminator bei einer Wellenlänge von 302 nm sichtbar gemacht werden und mit Hilfe 
der Software BioDocAnalyze von der Firma Biometra (Göttingen, Deutschland) digitalisiert 
werden.  
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2.6.2 Quantitative Realtime-PCR 
2.6.2.1 Präparation des Probenmaterials mittels Laserdissektionsmikroskopie 
Alle Lösungen, die während der Hirnschnittpräparation benutzt wurden, wurden mit 
DEPC-behandeltem Wasser und RNase-freien Komponenten angesetzt. Ratten beider Stämme 
wurden in verschiedenen Entwicklungsstadien (P0/1, P7, P14, P21, P28, P84) tief betäubt und 
dekapitiert. Die Hirne wurden wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben präpariert und nach 
Überführung des Gewebes in Gefriermedium (Tissue-Tek, Science Services, München, 
Deutschland) konnte das Probenmaterial bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert 
werden. Später wurden die Hirne für zwei Stunden bei -20 °C im Kryo-Mikrotom platziert, 
um die Temperaturunterschiede auszugleichen. Nach Anfertigung von 30 µm dicken 
Hirnschnitten wurden diese auf Poly-L-Lysin (0,05 %) behandelten und mit einer Membran 
überzogenen Objektträgern (PALM MembraneSlides, P.A.L.M. Microlaser Technologies AG, 
Bernried, Deutschland) aufgebracht. Danach wurden die Hirnschnitte mit Hämatoxylin und 
Eosin gemäß dem Protokoll in Tabelle 2.6.2.1-1 gefärbt. 
 




100 % EtOH 30 bis 60 s 
Hämatoxylin 2 min 
DEPC-behandeltes Wasser 1 min 
DEPC-behandeltes Wasser 5 min 
Eosin 30 bis 60 s 
50 % EtOH 2 min 
70 % EtOH 2 min 
100 % EtOH 2 min 
 
Ein inverses Laserdissektionsmikroskop wurde genutzt, um den dLGN, VB, NRT 
sowie S1 berührungsfrei in einen mit Mineralöl benetzten Deckel eines Reaktionsgefäßes zu 
katapultieren. Durch kurze Zentrifugation wurde das Probenmaterial in einen Lysepuffer des 
RNeasy Micro Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) zur späteren RNA-Aufreinigung überführt 
und bei Bedarf bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.  
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2.6.3 Reverse Transkription und Amplifikation 
Zur Vorbereitung auf die quantitative Realtime-PCR (RT-PCR) wurde Gesamt-RNA 
aus den mittels Laserdissektionstechnologie gewonnenen Gewebeproben (s. Abschnitt 
2.6.2.1) isoliert. Die Aufreinigung der RNA sowie eine DNase-Behandlung wurden mit Hilfe 
des RNeasy Micro Kits nach Herstellerangaben durchgeführt. Der Erfolg der enzymatischen 
DNA-Degeneration wurde exemplarisch mittels Standard-PCR überprüft. Mittels random-
hexamer Oligonukleotiden wurde unter Verwendung des Sensiscript RT Kits (Qiagen, Hilden, 
Deutschland) bei 37 °C über 60 min die RNA in cDNA überschrieben. Die quantitative RT-
PCR wurde als Duplex-PCR durchgeführt, so dass die Amplifikation des Zielgens sowie die 
der endogenen Kontrolle zeitgleich in einem Reaktionsgefäß stattfanden. So konnten 
Pipettierungenauigkeiten minimiert werden. Ermöglicht wird dies über die Verfügbarkeit von 
Reporterfarbstoffen mit unterschiedlichen Fluoreszenzemissionsspektren. Die RT-PCR wurde 
durchgeführt mit dem ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, 
Foster City, USA) unter Verwendung von spezifischen TaqMan-Sonden, die Intron 
überspannende Sequenzen detektierten. Als endogene Kontrolle wurde nach Testung 
verschiedener Haushaltsgene 18S rRNA ausgewählt. Folgende TaqMan Assays wurden 
genutzt: AC1, mit der Software Primer Express von Applied Biosystems konstruiert; AC3, 
Rn00590729_m1; AC5, Rn00674116_m1; AC6, Rn00689098_m1; AC8, Rn00691148_m1; 
eukaryotic 18S rRNA, 4319413E. Alle zielgenspezifischen Sonden waren mit dem 
Reporterfarbstoff FAM und die 18S rRNA-spezifische Sonde mit dem Farbstoff VIC 
markiert. Die Amplifikationseffizienzen der Primer/Sonden-Assays waren nahezu identisch. 
Die Amplifikation wurde unter Verwendung des Quantitect Multiplex PCR Kit (Qiagen, 
Hilden, Deutschland) nach folgendem Programm durchgeführt: 15 min 95 °C, 50 Zyklen mit 
je 1 min 95 °C und 1 min 60 °C.  
In jeder Elongationsphase binden sowohl der Primer als auch die Sonde spezifisch an 
die Matrize. Die 5´-3´-Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase baut die Sonde ab und 
verursacht die räumliche Trennung des Fluorophors vom Quenchermolekül (s. Abb. 2.6.3-1). 
Mit jedem Amplifikationszyklus steigt die Fluoreszenz proportional zum akkumulierenden 
PCR-Produkt.  
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Abb. 2.6.3-1 Funktionsprinzip der TaqMan-Sonden in quantitativer RT-PCR. (A) Die 
Fluoreszenz wird gequenscht, wenn die Sonde gelöst oder an die Matrize gebunden vorliegt. (B) 
Während der Elongation wird die Sonde degradiert. Fluorophor (F) und Quencher (Q) werden 
räumlich voneinander getrennt. Emittiertes Fluoreszenzlicht wird detektiert. 
 
2.6.4 Datenanalyse 
Zur Auswertung der Ergebnisse wurden jene PCR-Zyklennummern herangezogen, in 
denen die Fluoreszenzintensität einen festgelegten Schwellenwert überschreitet (s. Abb. 
2.6.4-1). Diese Zyklennummern werden als Ct (threshold cycle)-Werte bezeichnet. ΔCt-Werte 
entsprechen der Differenz zwischen Ct-Werten des Zielgens und der endogenen Kontrolle. 
Alle Proben wurden dreifach bestimmt. Messungen, deren Standardabweichung ≤ 0,16 war, 
wurden in die Auswertung aufgenommen. Die Daten wurden daraufhin gemäß der 
vergleichenden Ct- bzw. ΔΔCt-Methode (Budde et al., 2005) quantifiziert.  
 
Abb. 2.6.4-1 Beispielhafte 
Amplifikationskurven für die 
AC1 Genexpression zweier 
Proben im Vergleich zu der 
Expression der endogenen 
Kontrolle, 18S rRNA. In der 
semilogarithmischen Darstellung sind 
die PCR-Zyklen gegen den ΔRn-Wert 
aufgetragen. Der ΔRn-Wert entspricht 
der Reporterfluoreszenz des 
Zielgens, welche auf die 
Referenzfluoreszenz ROX und deren 
Änderung über die Zeit normalisiert 
wurde. Der Schwellenwert zur 
Ermittlung der Ct-Werte ist als dicke, 
schwarze Linie eingezeichnet. 
 




Die Resultate der vorliegenden Studie sind im Folgenden in zwei Abschnitte 
gegliedert. Der erste Teil analysiert das Expressionsprofil der Adenylylzyklasen (ACs) und 
deren enzymatische Aktivität in Absence Epilepsie-relevanten Hirnstrukturen. Die Analyse 
von Effektorkanälen des cAMP/PKA-Signalweges in thalamokortikalen (TC) Neuronen des 
dLGN von epileptischen WAG/Rij und nicht-epileptischen ACI Ratten dient als 
elektrophysiologischer Monitor der AC Aktivität. Der zweite Abschnitt behandelt die 
Fragestellung, ob und wenn ja wie ACs funktionell auf das tonische Feuerverhalten Einfluss 
nehmen. In Phasen der Wachheit dient dieser Feuermodus der Weiterleitung sensorischer 
Stimuli aus der Peripherie zum Neokortex.  
Die Messungen zum cAMP Assay wurden in Kollaboration mit Prof. Dr. A. Baumann 
(Institut für Strukturbiologie und Biophysik, ISB-1, Forschungszentrum Jülich) durchgeführt. 
Thalamische Zellkulturen wurden von Dr. Peter Landgraf zur Verfügung gestellt. Die 
immunzytochemische Färbung dieser Kulturneurone wurde von Dr. Tatyana Kanyshkova 
durchgeführt. Das MatLab-Programm zur Analyse der current clamp Daten wurde von Dipl.-
Inform. Patrick Meuth geschrieben.  
 
3.1 Analyse von thalamischen Adenylylzyklasen der WAG/Rij und ACI 
Ratten 
Eine mögliche Dysfunktion der ACs im Thalamus von epileptischen WAG/Rij wurde 
unter Verwendung von molekularbiologischen, biochemischen, immunzytochemischen sowie 
elektrophysiologischen Techniken untersucht.  
 
3.1.1 Entwicklungsabhängige Genexpressionsprofile von Adenylylzyklasen  
Eine extensive Studie zur Erhebung der AC Expressionsprofile wurde durchgeführt, 
um zu untersuchen, ob Unterschiede in den Genexpressionsniveaus von ACs zu epileptischer 
Aktivität beitragen können. Experimentelle Befunde deuten auf eine besondere Rolle von 
Ca2+-abhängigen ACs für die Generierung rhythmischer Aktivität im Thalamus hin. Es konnte 
gezeigt werden, dass der aktivitätsabhängige Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration 
eine erhöhte cAMP Syntheserate und so die Modulation der hyperpolarisationsaktivierten 
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(HCN)-Kanäle induziert (Lüthi & McCormick, 1999). Daher wurden Ca2+-Calmodulin 
aktivierte Isoformen der ACs (AC1, AC3, AC8; s. Abb. 3.1.1-1 (A)) sowie Ca2+-inhibierte 
ACs (AC5, AC6, s. Abb. 3.1.1-1 (B)) in unterschiedlichen Entwicklungsstufen (P0, P7, P14, 
P21, P28, P84) mittels semiquantitativer RT-PCR untersucht. Für diese Untersuchung wurden 
thalamische Hirnareale ausgewählt, für die gezeigt werden konnte, dass sie wesentlich an der 
Generierung pathologischer Spitze-Welle-Aktivität beteiligt sind. Entsprechend wurden der 
dLGN (Budde et al., 2005), der ventrobasale Komplex (VB) (Talley et al., 2000; Broicher et 
al., 2007) und der Nucleus reticularis thalami (NRT) (Contreras et al., 1993; Rinzel et al., 
1998) auf Unterschiede in der AC Genexpression in den epileptischen WAG/Rij Ratten und 
dem Kontrollstamm ACI untersucht. Zudem wurde die AC Genexpression im primären 
somatosensorischen Kortex (S1) analysiert, da dieses Areal als kortikaler Fokus für die 
Entstehung von Absence epileptischen Anfällen identifiziert werden konnte (Meeren et al., 
2002; Karpova et al., 2005). Bei der Betrachtung der Ergebnisse ist zu beachten, dass geringe 
ΔCt-Werte eine hohe Transkriptionsrate des Gens anzeigen.  
Im dLGN der ACI Ratten wurde die AC1 Genexpression ausgehend von P0 leicht 
hoch reguliert und fand bei P14 ein Maximum. Danach fiel sie auf das Niveau der adulten 
Tiere leicht ab. Für WAG/Rij hingegen zeigte sich ein steter Abfall der AC1 Expression, bis 
bei P21 eine signifikant geringere Expression der AC1 mRNA zu messen war, die aber dann 
in den adulten Tieren wieder anstieg. In ACI Ratten wuchs die Transkriptionsrate der AC3 
graduell von P0 an, bis sie bei P21 gipfelte. Um P28 fiel die AC3 Expression wieder leicht ab, 
bevor sie allerdings bei P84 nochmals leicht anstieg. Die AC3 Entwicklung im dLGN von 
WAG/Rij Ratten startete hingegen bei P0 mit einer signifikant stärkeren Expressionsrate, fiel 
im weiteren Verlauf allerdings stetig ab, bis sich das Niveau bei P28 und P84 den Werten der 
ACI Tiere anglich. Die AC8 Expression stieg in jungen ACI Ratten schnell an und erreichte 
den Level von adulten Tieren schon bei P21. In WAG/Rij Ratten gipfelte die AC8 
Transkription bei P14, erreichte aber im Vergleich zu ACI eine geringere Transkriptionsrate 
in erwachsenen Tieren.  
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Abb. 3.1.1-1 Entwicklungsabhängige Genexpressionsprofile Ca2+-abhängiger ACs in ACI 
und WAG/Rij Ratten. Expressionsprofile von Ca2+-Calmodulin abhängigen ACs (AC1, AC3, AC8) in 
drei thalamischen Kernen (dLGN, VB, NRT) und einem kortikalen Areal, dem primären 
somatosensorischen Kortex (S1) (A) sowie von Ca2+-inhibierten ACs (AC5, AC6) im dLGN (B) 
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ermittelt mit quantitativer RT-PCR. Die Entwicklungsstadien sind gegen die Differenz aus den 
Schwellenzyklen des Ziel- und Referenzgens (18S rRNA) für ACI und WAG/Rij aufgetragen. Geringe 
ΔCt-Werte zeigen eine hohe mRNA Expression an. Jeder Datenpunkt entspricht einer Stichprobenzahl 
von drei Tieren. Signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Rattenstämmen sind wie folgt 
markiert: *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001. 
 
Im VB der ACI Ratten begann die AC1 Expression früh postnatal mit hohen Werten, 
um ab P7 graduell auf den Level der erwachsenen Tiere abzufallen. Die Ergebnisse für 
WAG/Rij Ratten waren nahezu identisch. Die AC3 Expression schien in beiden 
Rattenstämmen über die Entwicklung stabil und vergleichsweise schwach zu bleiben. Für P84 
zeigte sich jedoch eine statistisch signifikant schwächere Transkription in den epileptischen 
WAG/Rij. Der Verlauf der AC8 Expressionsprofile beider Rattenstämme verhielt sich 
reziprok zu dem der AC1. Anfänglich waren die AC8 Expressionsraten gering, um ab P14 
Erwachsenenlevel zu erreichen.  
Im Vergleich zum VB zeigte sich ein vergleichbares AC1 Expressionsprofil im NRT. 
Früh postnatal war die Ableserate in beiden Rattenstämmen hoch, zeigte ab P14 stabile Werte 
und erst bei P84 unterschieden sich die Ergebnisse signifikant zwischen den nicht-
epileptischen ACI und den epileptischen WAG/Rij. Auch im Bezug auf die AC3 Profile gab 
es Ähnlichkeiten zu den Ergebnissen des VB, da die Transkriptionsraten auch hier nur selten 
von einem über die Entwicklung stabilen Niveau abwichen. Die ΔCt-Werte für WAG/Rij 
Ratten waren über fast alle Entwicklungsstadien geringer verglichen mit den Werten der ACI. 
Eine Ausnahme bildete das Ergebnis für P28, da zu diesem Zeitpunkt das Transkriptionslevel 
in ACI signifikant gegenüber WAG/Rij abfiel und sich erst bei P84 wieder anglich. Auffällig 
waren die Expressionsprofile für die AC8 im NRT. Während die Transkriptionsraten der ACI 
Tiere schon ab P7 auf das Erwachsenenlevel anstiegen, blieben sie bei den WAG/Rij Tieren 
nahezu konstant und waren daher insbesondere bei P7 und P21 signifikant niedriger.  
Zum Vergleich wurde die AC Expression im S1 ermittelt. Die AC1 Expression war 
über die gesamte Entwicklung in ACI Ratten stabil, während sie in WAG/Rij Tieren einen 
stetigen Abfall aufwies, der bei P84 sein Minimum erreichte. In Folge dessen war zum 
Zeitpunkt P0 die AC1 Expression in WAG/Rij Tieren signifikant größer und ab P21 
signifikant kleiner als in ACI Ratten. In ACI startete die AC3 Transkription mit 
vergleichsweise geringen Werten, stieg aber schrittweise an und erreichte bei P14 schon 
höhere Raten als in WAG/Rij Tieren. In erwachsenen Tieren (P28, P84) fanden sich keine 
Unterschiede zwischen den Rattenstämmen. Nahezu konstante Expressionslevel konnten auch 
für die AC8 in ACI Tieren detektiert werden, die erst bei P84 stark anstiegen. Insgesamt war 
 ERGEBNISSE 3 
 
29 
die AC8 Transkription in WAG/Rij in den meisten Entwicklungsstadien stärker und nur zum 
Zeitpunkt P84 fiel sie gegenüber den ACI Tieren signifikant ab.  
Die Expressionslevel für die Ca2+-inhibierten AC Isoformen AC5 und AC6 wurden für 
den dLGN ermittelt (s. Abb. 3.1.1-1(B)). Das Profil der AC5 zeigte in den ACI über die 
gesamte Entwicklung stabile Expressionslevel. Die WAG/Rij Ergebnisse hingegen 
offenbarten eine hohe AC5 Transkription früh postnatal, die aber ab P21 nicht mehr statistisch 
von den ACI Ergebnissen zu unterscheiden war. In ACI Tieren zeigte sich für die AC6 
Isoform ein der AC5 ähnlich konstantes Expressionsprofil. In WAG/Rij allerdings fiel dieses 
bei P21 und P28 signifikant geringer aus.  
Zusammengenommen fand sich eine komplexe Regulation der AC Gene in den 
verschiedenen thalamischen Kernen sowie im kortikalen Areal S1, die sich in einigen aber 
nicht allen Fällen zwischen den epileptischen WAG/Rij und den nicht-epileptischen ACI 
unterschieden. In vielen Fällen waren bereits bei P21 die Transkriptionsniveaus der adulten 
Tiere erreicht. Auch fällt das Entwicklungsstadium P21 auf, da zu diesem Zeitpunkt 
insgesamt drei Ca2+-regulierte AC Isoformen (AC1, AC6, AC8) signifikant schwächere 
Expressionsraten in den epileptischen WAG/Rij zeigten. In allen Gewebetypen und in beiden 
Rattenstämmen zeichnete sich die AC1 durch die stärkste Ableserate aus, was auf eine 
übergeordnete Rolle der AC1 in den untersuchten Hirnarealen hindeutet. 
 
3.1.2 Immunzytochemischer Nachweis der AC1 Proteinexpression in 
thalamischen Schalt- und Interneuronen 
Der Nachweis der AC1 Proteinexpression in thalamischen Schalt- sowie 
Interneuronen konnte mittels Immunzytochemie erbracht werden. Spezifische Antikörper 
wurden verwendet, um einerseits Zellen einer primären Kultur des dorsalen Thalamus und 
andererseits akut dissoziierte Neurone eines frisch präparierten dLGN anzufärben. Die 
Überlagerung zeigte in beiden Fällen die AC1 Proteinexpression in beiden Zelltypen des 
Thalamus (s. Abb. 3.1.2-1).  
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Abb. 3.1.2-1 Immunzytochemischer Nachweis der AC1 Proteinexpression in 
thalamischen Schalt- und Interneuronen. Mittels spezifischer Antikörper gegen AC1 und einen 
neuronalen Marker (NeuN) wurden Einzelzellfärbungen von der primären Zellkultur des dorsalen 
Thalamus (A) sowie von akut dissoziierten Zellen eines ACI dLGN (B) angefertigt. Maßstabsbalken: 
20 µm.  
 
3.1.3 Quantifizierung der endogenen cAMP Produktion  
Basierend auf den Ergebnissen der quantitativen RT-PCR wurden im Anschluss die 
Auswirkungen der unterschiedlichen Genexpressionslevel auf die Aktivität der ACs 
untersucht. Ein radioisotopenbasierter Assay wurde genutzt, um die basale, NKH477 
stimulierte sowie die SQ22,536 inhibierte AC Aktivität im dLGN in verschiedenen 
Entwicklungsstadien zu ermitteln (s. Abb. 3.1.3-1 (A)). Früh postnatal war die basale cAMP 
Produktion in beiden Rattenstämmen am größten und fiel im weiteren Zeitverlauf ab. Das 
Forskolinderivat NKH477 (50 µM) stimulierte die AC Aktivität in Geweben von drei Wochen 
alten sowie adulten Tieren beider Rattenstämme signifikant. Für WAG/Rij Ratten galt dieses 
auch zum Zeitpunkt P10. Für beide Rattenstämme sowie in allen Altersstufen der Tiere 
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen basalen cAMP Konzentrationen und nach 
AC Hemmung durch SQ22,536 (200 µM) gefunden werden. Jedoch gab es einen starken 
nominellen Konzentrationsunterschied in ACI bei P10.  
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Abb. 3.1.3-1 AC Aktivität in Hirngewebe von ACI und WAG/Rij. (A) Basale, NKH477 
stimulierte und SQ22,536 inhibierte AC Aktivität im dLGN von Tieren der postnatalen Tage 10, 21 
sowie von adulten ACI (links) und WAG/Rij (rechts) Tieren. cAMP Level wurden zweifach bestimmt 
und auf die Gesamtproteinkonzentration der Proben normalisiert. (B) Prozentualer Anstieg der cAMP 
Konzentrationen nach NKH477-Applikation in dLGN, VB, S1 und NRT von 21 Tage alten ACI und 
WAG/Rij Ratten. Zu beachten ist die nominell schwächere cAMP Konzentration in allen Geweben der 
epileptischen WAG/Rij Tiere. Pro Datenpunkt wurden zwischen 4 und 14 Stichproben erhoben. *: p < 
0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0, 001.  
 
Zum Vergleich wurde die cAMP Produktion zum Entwicklungsstadium P21 in 
weiteren thalamischen Kernen (VB, NRT) und dem primären somatosensorischen Kortex (S1) 
untersucht. Basale cAMP Konzentrationen waren zwischen den Hirnarealen sowie den 
Rattenstämmen nicht signifikant unterschiedlich (dLGN-ACI: 204 ± 56 pmol cAMP/mg 
Protein, n = 9; dLGN-WAG/Rij: 247 ± 61 pmol cAMP/mg Protein, n = 8; VB-ACI: 82 ± 10 
pmol cAMP/mg Protein, n = 7; VB-WAG/Rij: 113 ± 27 pmol cAMP/mg Protein, n = 7; NRT-
ACI: 112 ± 19 pmol cAMP/mg Protein, n = 4; NRT-WAG/Rij: 176 ± 48 pmol cAMP/mg 
Protein, n = 4; S1-ACI: 97 ± 17 pmol cAMP/mg Protein, n = 7; S1-WAG/Rij: 115 ± 38 pmol 
cAMP/mg Protein, n = 7; Daten nicht gezeigt). Allerdings induzierte NKH477 einen 
signifikant stimulierenden Effekt in allen untersuchten Gewebetypen. Daher wurde der durch 
diese Stimulation ausgelöste, prozentuale Anstieg der cAMP Konzentrationen ermittelt (s. 
Abb. 3.1.3-1 (B)).  
Die Ergebnisse des cAMP Assays zeigten, dass die Differenzen in den 
Genexpressionsniveaus sich nicht in unterschiedlichen, basalen cAMP Konzentrationen 
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widerspiegelten. Jedoch die direkte AC Stimulation rief eine schwächere cAMP Produktion in 
Gewebe von epileptischen WAG/Rij Ratten hervor.  
 
3.1.4 AC vermittelte Modulation des HVA Ca2+-Stroms 
Die oben beschriebenen Ergebnisse deuten auf signifikante Unterschiede in der AC 
abhängigen Signalverarbeitung zum Zeitpunkt P21 hin. Daher sollte im Anschluss die 
Auswirkung der verminderten cAMP Produktion auf einen Effektorkanal untersucht werden. 
Als elektrophysiologischer Monitor der AC Aktivität in nativen TC Neuronen fungierte der 
HVA Ca2+-Strom mit bekannter cAMP abhängiger Modulation. Da keine subtypspezifischen 
Modulatoren der AC Aktivität bekannt sind und um die Bedeutung von β-adrenerger 
Stimulation für die Regulation von HVA Kanälen zu analysieren, wurde ein β2-Agonist zur 
AC Aktivierung genutzt.  
Die Offenwahrscheinlichkeit der L- und N-Typ high voltage activated Ca2+-Ströme 
steigt, wenn sie von der cAMP aktivierten Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert werden 
(Meuth et al., 2002). Im whole cell voltage clamp Modus wurden die HVA Ca2+-Ströme alle 
10 s und ausgehend von einem Haltepotential bei -40 mV durch einen Spannungssprung über 
200 ms bei 0 mV aktiviert (s. Abb. 3.1.4-1 (A)). Unter Kontrollbedingungen waren die HVA 
Stromamplituden in ACI (-575 ± 45 pA; n = 16) und in WAG/Rij Tieren (-816 ± 44 pA; n = 
16) signifikant verschieden (s. Abb. 3.1.4-1 (B)). 
Abb. 3.1.4-1 High voltage activated Ca2+-Stromamplituden unter Kontrollbedingungen in 
ACI und WAG/Rij. (A) Zwei Beispielableitungen zeigen Originalstromspuren gemessen unter 
Kontrollbedingungen von ACI sowie WAG/Rij TC Neuronen. Oberhalb der Beispielspuren ist das 
Stimulationsprotokoll eingefügt, das den HVA Ca2+-Stromableitungen unterliegt. Ausgehend von 
einem Haltepotential von -40 mV wird die Zelle alle 10 s für 200 ms auf 0 mV depolarisiert, um den 
einwärtsgerichteten HVA Ca2+-Strom auszulösen. (B) Gemittelte HVA Ca2+-Ströme von TC Neuronen 
aus ACI und WAG/Rij abgeleitet unter Kontrollbedingungen. **: p < 0,01. 
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Ein spezifischer Agonist des β2-adrenergen Rezeptors (10 µM Salmeterol) induzierte 
in Neuronen beider Rattenstämme eine Zunahme des HVA Stroms (Stromanstieg ACI: 15,16 
± 0,02 %, n = 9; Stromanstieg WAG/Rij: 6,58 ± 0,01 %, n = 12; s. Abb. 3.1.4-2 (A, C)). 
Dieser Effekt war für ACI Neurone signifikant größer als für WAG/Rij Zellen. Ein 
Gegenspieler der PKA vermittelten Phosphorylierung der HVA Kanäle ist die 
Dephosphorylierung über die Proteinphosphatase Calcineurin (Meuth et al., 2002; Oliveria et 
al., 2007). Daher wurde in einer zweiten Messreihe Salmeterol appliziert, während der 
calcineurinspezifische Inhibitor Ascomycin (10 µM) der Pipettenlösung zugegeben wurde. 
Ascomycin allein hatte keine signifikanten Effekte auf die basalen HVA Stromeigenschaften 
(Daten nicht gezeigt). Der Salmeterol-Effekt jedoch war unter Ascomycin-Einwirkung in 
Zellen beider Rattenstämme vergrößert (Stromanstieg ACI: 19,00 ± 0,02 %, n = 11; 
Stromanstieg WAG/Rij: 11,48 ± 0,02 %, n = 10; s. Abb. 3.1.4-2 (B, C)). Wie bereits schon 
unter Salmeterol-Applikation allein war der Effekt auch in diesem Fall in TC Neuronen der 
WAG/Rij Ratten signifikant kleiner.  
Die vergleichbare cAMP Sensitivität der HVA Kanäle beider Rattenstämme wurde 
getestet, indem ein cAMP-Analogon (10 µM 8-Bromo-cAMP) der Pipettenlösung zugegeben 
wurde. Da in diesem Fall Zellpopulationen verschiedener Zellgröße untersucht wurden, 
basieren alle Vergleiche auf Stromdichten (= Stromamplitude (pA) / Zellkapazität (pF)). 
Ausgehend von einer höheren Stromdichte in WAG/Rij Zellen unter Kontrollbedingungen 
(ACI: -3,7 ± 0,3 pA/pF; n = 10; WAG/Rij: -5,3 ± 0,3 pA/pF; n = 10), änderte sich die Ca2+-
Stromdichte in Zellen beider Rattenstämme signifikant. Allerdings gab es keine statistisch 
relevanten Unterschiede zwischen ACI und WAG/Rij in Anwesenheit von 8-Bromo-cAMP 
(ACI: -6,3 ± 0,4 pA/pF; n = 16; WAG/Rij: -6,6 ± 0,5 pA/pF; n = 8, s. Abb. 3.1.4-2 (D)), so 
dass von vergleichbaren cAMP Sensitivitäten der HVA Kanäle beider Rattenstämme 
auszugehen war.  
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Abb. 3.1.4-2 Rezeptor vermittelte AC Aktivierung moduliert high voltage activated Ca2+-
Ströme in TC Neuronen. (A, B) Normalisierter, gemittelter und einwärtsgerichteter Ca2+-Strom 
abgeleitet im voltage clamp Modus von Schaltneuronen der ACI (schwarz) und WAG/Rij Ratten (grau) 
ist aufgetragen gegen die Aufnahmezeit. Ein Anstieg in der Stromamplitude wurde induziert durch die 
Applikation eines β2-spezifischen Agonisten (10 µM Salmeterol) allein (A) sowie in Kombination mit 
einem Phosphatase-Inhibitor (10 µM Ascomycin), der der Pipettenlösung zugefügt wurde (B). 
Horizontale Balken zeigen die Dauer der Salmeterol-Applikation an. (C) Histogramm des gemittelten 
Ca2+-Stromanstiegs als Antwort auf die Salmeterol-Applikation in Ab- und Anwesenheit von 
Ascomycin in ACI (schwarz Säule) und WAG/Rij Tieren (gestreifte Säule). Zu beachten ist der 
signifikant geringere Anstieg der Ca2+-Stromamplitude in WAG/Rij Ratten unter beiden Bedingungen. 
(D) cAMP Sensitivität des HVA Stroms abgeleitet von TC Neuronen aus WAG/Rij (gestreifte Säule) 
und ACI Tieren (schwarze Säule). Zugabe von 10 µM 8-Bromo-cAMP zur Pipettenlösung induzierte 
einen signifikanten Stromanstieg in Zellen beider Rattenstämme, aber eine zweifaktorielle ANOVA 
wies keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen ACI und WAG/Rij Ratten auf. n = 10 - 11. *: p 
< 0,05; **: p < 0,01.  
 
Zusammengenommen konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass ACs nach 
Stimulation über β2-Adrenozeptoren die Aktivierung von HVA Ca2+-Kanälen vermitteln 
können. Dieser Modulationseffekt war in den dLGN Schaltneuronen der epileptischen 
WAG/Rij Ratten signifikant kleiner.  
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3.2 Funktioneller Beitrag der Adenylylzyklasen zum tonischen 
Feuerverhalten der dLGN TC Neurone in ACI Ratten 
Unter Verwendung von molekularbiologischen, immunhistochemischen und 
elektrophysiologischen Methoden wird im zweiten Abschnitt des Ergebnisteils die 
funktionelle Relevanz einer AC Aktivierung untersucht. Hierzu wird zunächst die Modulation 
des BKCa Stroms nach AC Stimulation analysiert. Da die Bedeutung der ACs für rhythmische 
Salvenaktivität bereits ausführlich untersucht wurde (Lüthi & McCormick, 1999; Budde et 
al., 2005), soll darauf folgend der Einfluss der AC vermittelten K+-Kanalmodulation auf das 
tonische Feuerverhalten thalamischer TC Neurone betrachtet werden.  
 
3.2.1 AC vermittelte Blockade von Ca2+-abhängigen K+-Strömen 
cAMP abhängige Phosphorylierung führt auch bei Ca2+-aktivierten K+-(BKCa) 
Kanälen zur Modulation ihrer Offenwahrscheinlichkeit (Hall & Armstrong, 2000; Schubert & 
Nelson, 2001; Tian et al., 2004). Voltage clamp Ableitungen wurden daher durchgeführt, um 
die Salmeterol-Sensitivität dieser Kanäle zu untersuchen. Ausgehend von einem 
Haltepotential von -70 mV wurden K+-Ströme durch 6 verschiedene, 2 s andauernde 
Spannungssprünge von -60 bis +90 mV mit einer schrittweisen Zunahme um 30 mV ausgelöst 
(s. Abb. 3.2.1-1 (D)). Eine vorausgehende Hyperpolarisation zu -110 mV stellte sicher, dass 
die K+-Kanäle aktivierbar waren, und ein Prä-Puls zu -40 mV verringerte den Anteil der 
schnellen Transienten des A-Stroms (Budde et al., 1992). Der resultierende Auswärtsstrom 
zeichnete sich durch eine moderate Aktivierungsgeschwindigkeit und eine langsame, 
unvollständige Inaktivierung aus. Weitere Charakteristika dieses Stroms in TC Neuronen sind 
die Sensitivität gegenüber (1) einer Ca2+-freien Extrazellulärlösung und (2) AC Aktivierung 
sowie (3) dessen Vermittlung über BKCa Kanäle (Budde et al., 1992; Biella et al., 2001).  
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Abb. 3.2.1-1 Durch AC Aktivierung vermittelte Hemmung von Ca2+-abhängigen K+-(BKCa) 
Kanälen in TC Neuronen. Beispielspuren zeigen K+-Ströme unter Kontrollbedingungen (linke 
Spalte), während der Substanz-Applikation (mittlere Spalte) und den substanzsensitiven Anteil des 
Gesamt-K+-Stroms (= Kontrollstrom – Strom unter Substanz-Applikation, rechte Spalte). Für die linke 
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und mittlere Spalte gilt die gleiche Kalibrierung. (A, B) Applikation eines spezifischen β2-adrenergen 
Agonisten (Salmeterol) verringerte den K+-Strom in Neuronen von ACI sowie WAG/Rij Ratten. (B, C) 
Stromreduktion in TC Neuronen von ACI Tieren wurde über die direkte AC Aktivierung durch die 
Zugabe von NKH477 induziert (B) sowie durch die Applikation der spezifischen BKCa Blocker, 
Charybdotoxin und Paxillin (C). (D) Stimulationsprotokoll zur Ableitung von K+-Strömen. K+-Ströme 
wurden durch 6 verschiedene Spannungssprünge von -60 bis +90 mV mit schrittweiser Zunahme um 
30 mV ausgelöst. Ein Prä-Puls zu -40 mV verringerte den Anteil des schnellen, transienten A-Stroms 
(Budde et al., 1992). Die 1 s andauernde Hyperpolarisation zu -110 mV versetzte K+-Kanäle in einen 
aktivierbaren Zustand. (E, F) Normalisierter K+-Strom unter Kontrollbedingungen, während der 
Salmeterol-Applikation und des Auswaschs abgeleitet von TC Neuronen der ACI (links) und WAG/Rij 
Ratten (rechts) (E) sowie während der Applikation von NKH477 (links) und ChTX/Pax (rechts) auf ACI 
Neuronen (F). Zur Auswertung wurde jeweils die maximale Stromamplitude während des 
Spannungssprungs zu +60 mV herangezogen. ChTX: Charybdotoxin, Pax: Paxillin. n = 3 – 7. *: p < 
0,05; **: p < 0,01.  
 
Salmeterol-Applikation verringerte den K+-Strom in TC Neuronen beider 
Rattenstämme signifikant (ACI: -7,63 ± 2,31 %, n = 5; WAG/Rij: -12,52 ± 3,20 %, n = 8, s. 
Abb. 3.2.1-1 (A, E)). Die Unterschiede zwischen ACI und WAG/Rij waren jedoch statistisch 
nicht relevant, so dass die folgenden Messungen ausschließlich in ACI Neuronen 
vorgenommen wurden. Die direkte Aktivierung der ACs durch Zugabe des Forskolinderivats 
NKH477 (50 µM) zeigte einen ähnlichen Effekt (ACI: -12,84 ± 2,19 %, n = 3, s. Abb. 3.2.1-1 
(B, F)) verglichen mit der indirekten AC Stimulation über β2-adrenerge Agonisten. Da bereits 
bekannt war, dass die Bindung von Paxillin (Pax, 10 µM) an BKCa Kanäle ihre 
Charybdotoxin-Affinität (ChTX, 100 nM) erhöht (Knaus et al., 1994; Sanchez & McManus, 
1996), wurde zum Vergleich eine Kombination aus diesen spezifischen BKCa Kanalblockern 
herangezogen. Der Effekt war eine signifikante K+-Stromreduktion um -14,80 ± 2,50 % (n = 
5) in den ACI TC Neuronen (s. Abb. 3.2.1-1 (C, F)).  
Zusammengenommen konnte mit diesen Experimenten gezeigt werden, dass ACs nach 
Stimulation über β2-Adrenozeptoren die Blockade von Ca2+-abhängigen K+-Kanälen 
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3.2.2 Einfluss der AC vermittelten Inhibition der BKCa Kanäle auf die 
zeitabhängige Adaptation der Aktionspotentialfrequenz 
Da die BKCa Kanäle in anderen Neuronentypen Aspekte des neuronalen 
Feuerverhaltens regulieren (Shao et al., 1999; Kawai, 2002; Greffrath et al., 2004; Gu et al., 
2007), soll im Folgenden überprüft werden, ob die AC vermittelte K+-Kanalmodulation die 
tonische Aktivität von TC Neuronen des dLGN beeinflusst. Um Beeinträchtigungen durch 
cAMP vermittelte Modulation des HCN Stroms zu vermeiden, wurden whole cell current 
clamp Ableitungen unter Einwirkung eines spezifischen HCN Kanalblockers (30 µM 
ZD7288) durchgeführt. Unter diesen Umständen wiesen die ACI TC Neurone ein stabiles 
Ruhemembranpotential auf (-80,2 ± 0,8 mV, n = 57). Die Zellen wurden bei einem 
Membranpotential von -57,3 ± 1,4 mV (n = 57) gehalten, um davon ausgehend einen 
depolarisierenden, 800 ms andauernden Strompuls (100 – 200 pA) zu injizieren, der tonisches 
Feuerverhalten auslöste. Kurze Zeit nach Beginn der Messung (t = 10 min) war die 
Adaptation der Aktionspotentialfrequenz sehr schwach (Adaptationsratio = 1,31 ± 0,02; 
Definition der Adaptationsratio unter Abschnitt 2.2.3). Entsprechend feuerte das Neuron über 
die komplette Dauer des depolarisierenden Pulses und die Frequenz nahm nur leicht ab. In 
Langzeitableitungen von bis zu 1 h erhöhte sich die Dauer der interspike intervals (ISI) 
allerdings signifikant von 70,9 ± 4,4 ms auf 110,6 ± 7,6 ms nach 30 min und 101,3 ± 24,9 ms 
(n = 5) bei t = 50 min. Entsprechend nahm auch die Zahl der generierten Aktionspotentiale 
(APs) pro Puls signifikant von 10,8 ± 0,7 auf 5,8 ± 0,9 (n = 5, s. Abb. 3.2.2-1(A)) ab. 
Messungen, in denen vor dem Zeitpunkt t = 30 min 10 µM Salmeterol appliziert worden war, 
zeigten deutlich weniger Anzeichen für eine Frequenzadaptation. Weder die ISIs (83,9 ± 8,1 
ms) noch die Anzahl von Aktionspotentialen (8,1 ± 1,2; n = 8) zum Zeitpunkt t = 30 min 
zeigten statistisch relevante Veränderungen. Durch den Salmeterol-Auswasch allerdings 
glichen die Daten für ISI-Dauer (90,3 ± 9,1 ms) und Anzahl der APs (6,0 ± 2,0) den Daten, 
die in den Kontrollmessungen nach 50 min ermittelt werden konnten (s. Abb. 3.2.2-1 (B)).  
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Abb. 3.2.2-1 Zeitabhängige Adaptation der Aktionspotentialfrequenz vermittelt über die 
Inhibition von BKCa Kanälen. (A – E) Beispielspuren zeigen das Feuerverhalten, welches 
ausgehend von einem Haltepotential von etwa -57 mV durch einen 800 ms andauernden, 
depolarisierenden Puls (100 – 200 pA) induziert wurde. Die Extrazellulärlösung entsprach entweder 
der künstlichen, zerebrospinalen Flüssigkeit (artificial cerebrospinal fluid, ACSF, (A)) oder ACSF mit 
Salmeterol (B), Iberiotoxin (einem spezifischen BKCa Kanalblocker, (C)), einer Kombination aus 
Salmeterol und Iberiotoxin (D) oder den BKCa Blockern Charybdotoxin und Paxillin (ChTX/Pax, (E)). 
Die Kalibrierbalken in (A) sind für alle Spuren gültig. Das Feuerverhalten der Zellen 10 min (t = 10, 
linke Spalte), 30 min (t = 30, mittlere Spalte) und 50 min nach Einrichtung der Ganzzellkonfiguration (t 
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= 50, rechte Spalte) ist gezeigt. (F) Histogramm der normalisierten Intervallzeiten zwischen den 
Aktionspotentialen (interspike interval, ISI) zu den Zeitpunkten t = 10 min (Kontrolle), t = 30 min 
(Substanz-Applikation) sowie t = 50 min (Auswasch). Zu beachten sind die statistisch relevanten 
Unterschiede aller Bedingungen im Vergleich zu den Messungen in ACSF allein (schwarze Säule). 
(G) Histogramm der normalisierten Anzahl an Aktionspotentialen (APs) zu den Zeitpunkten t = 10 min 
(Kontrolle), t = 30 min (Substanz-Applikation) sowie t = 50 min (Auswasch). Legende siehe (F). Salm, 
Salmeterol; IbTX, Iberiotoxin; ChTX, Charybdotoxin; Pax, Paxillin. n = 8 – 18. *: p < 0,05; **: p < 0,01; 
***: p < 0, 001.  
 
Im Folgenden wurden TC Neurone der WAG/Rij Ratten bezüglich ihres 
Feuerverhaltens analysiert. Unter Einwirkung von 30 µM des HCN Kanalblockers ZD7288 
zeigten sie ein stabiles Ruhemembranpotential bei -81,1 ± 1,5 mV (n = 13), welches mittels 
depolarisierender Strominjektion auf -58,3 ± 0,1 mV (n = 13) gehoben wurde. Das 
Feuerverhalten der Zellen epileptischer WAG/Rij wies bei t = 10 min eine schwache 
Adaptation der AP Frequenz auf (Adaptationsratio = 1,4 ± 0,1, n = 13). Ähnlich den ACI 
Zellen verhinderte die Salmeterol-Applikation signifikante Änderungen in der ISI-Dauer 
sowie der AP Zahlen pro Puls (t = 10 (Kontrolle): ISI-Dauer = 59,2 ± 2,1 ms, Anzahl an APs 
= 12,1 ± 0,4; t = 30 (Salmeterol): ISI-Dauer = 62,5 ± 4,2 ms, Anzahl an APs = 11,6 ± 1,4; t = 
50 (Auswasch): ISI-Dauer = 75,6 ± 13,8 ms, Anzahl an APs = 9,5 ± 2,1; n = 9, Daten nicht 
gezeigt). Insgesamt waren die Salmeterol-Effekte in ACI Zellen vergleichbar mit den 
Ergebnissen von WAG/Rij Neuronen, so dass im weiteren Verlauf ausschließlich ACI 
Neurone abgeleitet wurden.  
Ca2+-aktivierte K+-Ströme können die Adaptation von AP Frequenzen induzieren und 
werden über cAMP abhängige Mechanismen in TC Neuronen blockiert (Biella et al., 2001; 
Gu et al., 2007). Applikation des spezifischen BKCa Kanalblockers Iberiotoxin (100 nM, 
IbTX) führte daher weder im Bezug auf die ISI-Dauer (t = 10 (Kontrolle): 66,6 ± 3,3 ms; t = 
30 (Iberiotoxin): 67,7 ± 5,6 ms; t = 50 (Auswasch): 71,6 ± 5,8 ms) noch bezüglich der Anzahl 
der APs (t = 10 (Kontrolle): 11,4 ± 0,5; t = 30 (Iberiotoxin): 11,0 ± 0,9; t = 50 (Auswasch): 
11,1 ± 1,0; n = 18) zu einer signifikanten Veränderungen des Feuerverhaltens. Applikation 
von Salmeterol in Kombination mit Iberiotoxin führte zu keiner weiteren Vergrößerung des 
Effekts bezüglich der ISI-Dauer (t = 10 (Kontrolle): 65,0 ± 4,1 ms; t = 30 
(Salmeterol/Iberiotoxin): 62,9 ± 4,1 ms; t = 50 (Auswasch): 80,7 ± 8,2 ms) und der Anzahl an 
APs (t = 10 (Kontrolle): 11,9 ± 1,0; t = 30 (Salmeterol/Iberiotoxin): 12,6 ± 0,8; t = 50 
(Auswasch): 9.3 ± 1.4; n = 9). Die kombinierte Applikation von Charybdotoxin und Paxillin 
rief den stärksten Effekt auf ISI-Dauer (t = 10 (Kontrolle): 64,2 ± 2,9 ms; t = 30 (ChTX/Pax): 
45,6 ± 2,8 ms; t = 50 (Auswasch): 58,6 ± 7,9 ms) und Anzahl der APs (t = 10 (Kontrolle): 
11,8 ± 0,5; t = 30 (ChTX/Pax): 16,1 ± 1,0; t = 50 (Auswasch): 13 ± 1,4; n = 9) hervor.  
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Die Ergebnisse zeigen, dass Rezeptor vermittelte AC Aktivierung in dLGN TC 
Neuronen einen wichtigen, modulatorischen Beitrag zur Generierung des tonischen 
Feuerverhaltens während Phasen der Wachheit leisten kann.  
 
3.2.3 Expression von Spleißvarianten der BKCa Kanäle 
Die regulatorischen Eigenschaften der BKCa Kanäle werden u. a. über die Expression 
verschiedener Spleißvarianten definiert. Abhängig von der An- oder Abwesenheit der 
sogenannten STREX-Insertion kann eine Phosphorylierung der Kanäle zur Inhibition oder zur 
Aktivierung des Ionenstroms führen (Schubert & Nelson, 2001; Yan et al., 2008). Daher 
wurden immunhistochemische und Standard-PCR-Techniken genutzt, um einerseits die 
Proteinexpression und andererseits die Transkription der Spleißvarianten der BKCa Kanäle in 
dLGN TC Neuronen nachzuweisen.  
PFA-fixierte Hirnschnitte von ACI Ratten wurden mit spezifischen Antikörpern 
gerichtet gegen einen Neuronenmarker (NeuN) und gegen den C-Terminus der BKCa Kanäle 
gefärbt. Die Überlagerung zeigte deutlich die Lokalisation dieser Kanäle in neuronalen 
Plasmamembranen (s. Abb. 3.2.3-1 (A)).  
Zur Detektion der BKCa Spleißvarianten wurden die ZERO- und STREX-Fragmente in 
unabhängigen Einzelreaktionen amplifiziert und für die getesteten ACI Gewebetypen 
(Hippocampus (HC), ventrobasaler Komplex des Thalamus (VB) sowie dLGN) 
nachgewiesen. In einer dritten PCR-Reaktion konnten mittels eines einzelnen Primerpaares 
beide Spleißvarianten ebenfalls in allen Gewebeproben detektiert werden. Die erwarteten 
Fragmentgrößen aller PCR-Produkte konnten mit gelelektrophoretischer Analyse bestätigt 
werden (s. Abb. 3.2.3-1 (B)).  
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Abb. 3.2.3-1 Detektion von BKCa Kanal-Protein und –Transkripten im dLGN von ACI 
Ratten. (A) Immunhistochemische Färbung von fixiertem dLGN Gewebe mit spezifischen Antikörpern 
gegen einen Neuronenmarker NeuN (rot) und BKCa Kanäle (grün). Die Überlagerung zeigt die 
Lokalisierung der BKCa Kanäle in neuronalen Plasmamembranen. Maßstabsbalken: 40 µm. (B) 
Detektion von BKCa Spleißvarianten im Hippocampus (HC), ventrobasalen thalamischen Komplex (VB) 
und dLGN von ACI Ratten ermittelt durch Standard-PCR. ZERO (110 Bp; oberes Bild) und STREX 
PCR-Fragmente (100 Bp; mittleres Bild) wurden in unabhängigen Reaktionen in allen drei 
Gewebetypen nachgewiesen. Zusätzlich zeigt das untere Bild die Amplifikationsprodukte von beiden 
Spleißvarianten, welche aus einer einzigen Reaktion gewonnen wurden. Die erwartete Produktlänge 
für STREX und ZERO waren 540 Bp bzw. 423 Bp. Horizontale Balken markieren die Positionen von 
DNA-Leiterbanden mit angezeigter Größe.  
 
 




Sutherland und Rall stellten 1960 eine Hypothese über die Existenz eines einzelnen 
Proteins auf, das einerseits Hormone erkennt und andererseits cAMP synthetisiert. 
Mittlerweile ist klar, dass die Signalweiterleitung über Adenylylzyklasen ein sehr 
kompliziertes, mehrgliedriges System ist. All seine Schlüsselkomponenten (Rezeptoren, G-
Proteine sowie ACs) treten in unterschiedlich regulierten Isoformen mit spezifischen 
Eigenschaften auf. Bisher gab es nur wenige Informationen über die Rolle und Funktion der 
thalamischen ACs als zentrale Signalvermittler.  
Die vorliegende Promotionsschrift liefert aber eine umfassende Studie über die 
Expression und Funktion der ACs im Thalamus während der Ontogenese epileptischer 
WAG/Rij und eines Kontrollrattenstamms ACI. Dabei wurden die Bedeutung der ACs zur 
Generierung von physiologischen sowie der mögliche Beitrag zu pathophysiologischen 
Aktivitätsmustern des thalamokortikalen Netzwerks untersucht.  
 
4.1 Interpretationen zur Beteiligung der ACs an der Generierung 
epileptischer Aktivität im Rattenmodel der Absence Epilepsie 
Die Ergebnisse des ersten Teils dieser Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
(1) Die Analyse der Genexpressionsprofile offenbarte eine signifikant reduzierte Expression 
von drei AC Isoformen zum Zeitpunkt P21 im dLGN der epileptischen WAG/Rij Ratten. (2) 
Konsequenz der Differenzen in den Genexpressionsniveaus war eine schwächere cAMP 
Produktion nach direkter AC Stimulation in den WAG/Rij Tieren. (3) Funktionelle Relevanz 
der verminderten AC Funktion zeigte sich bei der elektrophysiologischen Untersuchung des 
cAMP modulierten HVA Ca2+-Stroms. Ein β2-adrenerger Agonist induzierte einen kleineren 
Anstieg der HVA Stromamplitude in TC Neuronen der WAG/Rij Ratten. Folglich zeigt der 
erste Abschnitt der Studie, dass die ACs als zentrales Glied der intrazellulären Signalkette in 
dem Tiermodell der Absence Epilepsie zumindest temporär dysfunktional sind und die 
Regulation der Effektormoleküle gestört ist. Dies kann zu den Ursachen für die Entstehung 
von pathophysiologischer Aktivität im thalamokortikalen System gerechnet werden.  
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4.1.1 Entwicklungsabhängige Genexpression von Ca2+-abhängigen AC 
Isoformen  
Verschiedene AC Isoformen nehmen in der cAMP Signalgebung im Thalamus sowie 
im gesamten ZNS eine wichtige Position ein. Angefangen bei Zellwachstum, neuronaler 
Differenzierung bis hin zu funktionellen Aspekten neuronaler Signalvermittlung: In den 
verschiedensten Bereichen fungieren ACs als Integratoren von unterschiedlichen Signalen. 
Die Auffassung, dass die Mannigfaltigkeit und funktionelle Redundanz innerhalb der AC 
Genfamilie eine komplexe Modulation der Signalweiterleitung über cAMP bietet, währt 
bereits viele Jahre (Houslay & Milligan, 1997). ACs unterscheiden sich in ihren Reaktionen 
auf verschiedene vorgeschaltete Signale, was das Wissen über ihre isoformspezifische, 
entwicklungsabhängige Genexpression für das Verständnis der neuronalen Signalgebung und 
-verarbeitung entscheidend macht. Allerdings ist bisher nur sehr wenig über die spezifischen 
Funktionen der einzelnen AC Isoformen bekannt, die nach Stimulation von G-Protein 
gekoppelten Rezeptoren oder als Antwort auf erhöhte intrazelluläre Ca2+-Konzentrationen 
ihre cAMP Produktionsrate variieren. Zudem gibt es bisher wenige Informationen über die 
Funktion und isoformspezifische Expression von Adenylylzyklasen im Thalamus von 
Säugetieren.  
Frühere Studien im Thalamus konnten bereits zeigen, dass die größten Veränderungen 
der AC Genexpression in der frühen postnatalen Periode (P7, P14) auftreten (Matsuoka et al., 
1997; Ihnatovych et al., 2002a; Visel et al., 2006). Daher wurde angenommen, dass ACs 
wichtige Funktionen in dieser Entwicklungsphase übernehmen. Insbesondere die 
Transkriptionsrate einer der prägnantesten Isoformen, AC1, gipfelt an P7 und fällt dann ab, 
bis sie adulte Level erreicht. Im Bezug auf die Entwicklung von retinalen Projektionen zum 
dLGN konnte gezeigt werden, dass die AC1 in embryonalen sowie früh postnatalen Stadien 
eine wichtige Funktion einnimmt (Nicol et al., 2006). Auf der anderen Seite gibt es AC 
Isoformen wie z. Bsp. die AC2, die über die Entwicklung relativ konstante 
Expressionsniveaus aufweisen und im dLGN aber kaum nachzuweisen sind. Für die Isoform 
AC4 gilt, dass sie scheinbar nicht in Neuronen aber in den Blutgefäßen des ZNS exprimiert 
wird (Visel et al., 2006). Die Isoformen AC5, AC6 und AC8 sind früh postnatal 
vergleichsweise moderat und im adulten Stadium nur schwach exprimiert. Eine Studie, die 
auf in situ Hybridisierung basierend AC Genexpression im Mäusehirn untersucht, zeigt, dass 
die simultane Expression von verschiedenen Genen Ca2+-Calmodulin regulierter ACs in 
einem Hirnareal ausgeschlossen zu sein scheint (Visel et al., 2006).  
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In dieser Studie werden die Genexpressionsprofile verschiedener AC Isoformen 
erstmalig mittels quantitativer Realtime-PCR in einzelnen thalamischen Kernen sowie über 
das gesamte Intervall der Ontogenese untersucht. Des Weiteren werden AC 
Genexpressionsniveaus von nicht-epileptischen Kontrollratten und epileptischen WAG/Rij 
verglichen.  
In vielen Punkten stimmen die Ergebnisse der vorliegenden Studie mit früheren 
Erkenntnissen überein. Die durchgehend hohe Expressionsrate der AC1 in allen untersuchten 
Hirnarealen deutet auf eine übergeordnete Funktion dieser Ca2+-Calmodulin regulierten 
Isoform hin. Bereits in anderen Studien wurde der AC1 Isoform eine Funktion als 
neurospezifischer Koinzidenz-Detektor zugesagt. Denn durch Änderungen von intrazellulären 
Ca2+-Konzentrationen und zeitgleicher G-Proteinaktivität steigert die AC1 ihre cAMP 
Produktion synergistisch und bildet so die Brücke zwischen simultaner, neuronaler Aktivität 
und intrazellulärer Synthese des sekundären Botenstoffs cAMP (Ferguson & Storm, 2004). 
Zudem scheinen die Ca2+-Calmodulin regulierten AC Isoformen, AC1 und AC8, in VB und 
NRT komplementäre Regulationsmuster aufzuweisen. Diese AC Isoformen werden 
entsprechend ihrer regulatorischen Eigenschaften gemeinsam mit der AC3 in eine Gruppe 
eingeordnet (Vgl. Abschnitt 1.2.1). Die Isoform AC1 fällt in dieser Klassifizierung durch 
halbmaximale Stimulation bei einem Ca2+-Anstieg knapp oberhalb des Ruhelevel (~150 nM) 
auf, was ihr eine hohe Sensitivität ermöglicht. Im Vergleich dazu liegt die halbmaximale 
Aktivierung der AC8 erst bei 800 nM (Ferguson & Storm, 2004). Im Bezug auf NRT und VB 
scheint früh postnatal die AC1 die dominante Isoform zu sein, während die AC8 erst in der 
weiteren Entwicklung hoch reguliert wird und augenscheinlich die Funktionen der AC1 
übernimmt. Es scheint eine hohe Sensitivität gegenüber neuronalen Eingängen während der 
Ausbildung des ZNS notwendig zu sein, was sich im Laufe der Ontogenese relativiert und 
durch die Ausprägung der AC8 umgesetzt wird. In Studien mit AC1 defizienten Mäusen 
zeigte sich, dass die Spezifität der AC1 Aktivität für die Entwicklung der retinalen Projektion 
unablässig ist und nicht von ACs derselben Gruppe übernommen werden kann (Nicol et al., 
2006).  
Ein Vergleich der beiden untersuchten Rattenstämme beleuchtet Gemeinsamkeiten 
aber auch große Unterschiede bezüglich der AC Genregulation. Für juvenile WAG/Rij (P14 – 
P28) zeigte sich eine signifikant schwächere Expression der Isoformen AC1, AC6 und AC8 
im dLGN. Im frühen postnatalen Stadium (P 7) waren die AC8 Transkriptionsraten im NRT 
und S1 der epileptischen WAG/Rij Ratten ebenfalls stark herunterreguliert. Interessant ist 
hier, dass genau diesen Hirnarealen eine entscheidende Rolle bei der Generierung von 
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pathophysiologischen Oszillationen des thalamokortikalen Netzwerks zugesprochen wird. 
Insbesondere gibt es Hinweise, dass der primäre somatosensorische Kortex den kortikalen 
Fokus bildet und damit Schrittmacherfunktion bei der Generierung von generalisierten 
Absence Anfällen übernimmt (Meeren et al., 2002; Karpova et al., 2005). Im Bezug auf die 
AC1 Expression im zerebralen Kortex konnte ein konstant hohes Expressionsniveau über die 
gesamte Entwicklung von Mäusen nachgewiesen werden (Nicol et al., 2006). Dies entspricht 
den Ergebnissen, die in der vorliegenden Studie für die AC1 Expression im S1 von ACI 
Ratten generiert wurden. Abweichend davon ergab sich im S1 von WAG/Rij Tieren ein steter 
Abfall der AC1 Transkriptionsraten, der von P21 bis zum adulten Stadium signifikant von den 
ACI Daten zu unterscheiden war. Insgesamt findet sich eine Tendenz zu schwächerer AC 
Genexpression in epileptischen WAG/Rij im Vergleich zu den ACI Kontrollratten. Die Ca2+-
inhibierten AC Isoformen, AC5 und AC6, zeigen in beiden Rattenstämmen konstante 
Transkriptionsraten während der Entwicklung, was sich in früheren Studien bereits 
vergleichbar darstellte (Visel et al., 2006). Jedoch fällt die Expression der AC6 in juvenilen 
WAG/Rij (P21, P28) signifikant gegenüber den ACI Werten ab.  
Obwohl sich aus den bekannten sowie den hier gezeigten Genexpressionsstudien eine 
übergeordnete Funktion von AC1 und AC8 im Thalamus ableiten lässt, ist eine exakte 
Korrelation der Aktivität dieser spezifischen AC Isoformen mit der hier beobachteten 
Modulation des Effektorkanals (s. Abschnitt 3.1.4) nicht möglich. Zur Identifizierung einer 
solchen Isoform, die spezifisch die Phosphorylierung der HVA Ca2+-Kanäle vermittelt, 
müssen weitere Experimente folgen. Aus Mangel an isoformselektiven AC Blockern wäre in 
diesem Fall eine Analyse von AC spezifischen knock out-Mäusen sinnvoll.  
Folgende Punkte lassen sich zusammenfassend nennen: (1) Sämtliche untersuchten 
AC Isoformen (AC1, AC3, AC5, AC6, AC8) werden in allen untersuchten Hirnarealen der 
Rattenstämme exprimiert. (2) Die Ca2+-Calmodulin aktivierten Isoformen AC1 und AC8 
scheinen aufgrund ihrer generell hohen Transkriptionsraten übergeordnete Funktionen 
einzunehmen. Im Vergleich findet man allerdings eine signifikant schwächere Ausprägung 
dieser Isoformen in epileptischen WAG/Rij.  
Insgesamt offenbart diese Studie eine komplexe Regulation der verschiedenen AC 
Isoformen in allen untersuchten Arealen und zu allen Entwicklungsstadien. Die Daten weisen 
auf einen vielschichtigen cAMP Signalmechanismus aus einer Kombination von 
unterschiedlich regulierten AC Isoformen hin. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die 
regulatorische Vielfalt der AC Familie eine große funktionelle Relevanz während der 
Entwicklung des Thalamus sowie in der neuronalen Signalverarbeitung hat.  
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4.1.2 Korrelation zwischen AC Genexpressionsprofilen und cAMP Produktion 
in ACI und WAG/Rij 
Die Ergebnisse der cAMP Messungen stimmen in weiten Teilen mit den AC 
Genexpressionsprofilen überein. Hohe Transkriptionsraten früh postnatal im dLGN von ACI 
und WAG/Rij spiegeln sich wider in erhöhten cAMP Konzentrationen bei P10. Dies 
entspricht im Wesentlichen den Literaturdaten. Denn sowohl unter basalen als auch 
verschiedenen Stimulationsbedingungen (Forskolin, GABA, Ca2+-Calmodulin) wurde erhöhte 
AC Aktivität zwischen P12 und P14 nachgewiesen, die dann zum adulten Stadium abfiel 
(Matsuoka et al., 1997; Hejnová et al., 2002; Kanyshkova et al., 2009). Jedoch wurde auch 
bereits für Thalamusgewebe eine konstante cAMP Produktion über die Entwicklung 
nachgewiesen (Ihnatovych et al., 2002b). Die Ursache für die gegenläufigen Ergebnisse aus 
Genexpressionsstudie und AC Aktivitätsmessungen dieser Studie konnten jedoch nicht 
geklärt werden.  
Inhibition der AC Aktivität über SQ22,536 Applikation induzierte keine signifikanten 
Veränderungen im Vergleich zu den Basallevel des dLGN in allen Altersstufen der Tiere. Die 
basale Aktivität der ACs in Zellen des dLGN scheint daher eher gering zu sein, so dass die 
Blockade der cAMP Produktion nur geringen Einfluss auf die intrazelluläre Konzentration des 
sekundären Botenstoffs hat. Jedoch zeigte sich zumindest für die Messungen im dLGN von 
jungen ACI ein großer nomineller Abfall zwischen basaler cAMP Produktion und nach AC 
Inhibition durch SQ22,536.  
Unter Basalbedingungen gab es keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen 
den Rattenstämmen. Hingegen in Übereinstimmung mit der signifikant schwächeren 
Genexpression haben die Messungen der cAMP Konzentrationen in Hirnarealen von ACI und 
WAG/Rij Tieren gezeigt, dass die Stimulation der AC Aktivität in Gewebe von epileptischen 
Tieren eine geringere cAMP Produktion zur Folge hat. Zwar war der Anstieg an cAMP durch 
die Applikation eines AC Aktivators für beide Rattenstämme signifikant, die nominellen 
cAMP Konzentrationen in Proben der epileptischen Tiere allerdings blieben hinter denen aus 
ACI Gewebe zurück.  
 
4.1.3 HVA Ca2+-Ströme im Thalamus 
Die Schaltneurone des Thalamus verfügen sowohl über low voltage activated (LVA, 
T-Typ) als auch über high voltage activated (HVA) Ca2+-Kanäle. Die LVA Kanäle sind 
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bereits gut charakterisiert. Sie leisten einen entscheidenden Beitrag zur Generierung des burst 
Feuerns thalamischer Neurone, was wiederum für die Entstehung von thalamokortikalen 
Oszillationen während epileptischer Anfälle und Phasen des Schlafs grundlegend ist 
(Hernandez-Cruz & Pape, 1989; Crunelli, 2005; Broicher et al., 2007). Diese Oszillationen 
bilden die Basis für das Auftreten von Spitze-Welle-Entladungen (spike-and-wave discharges, 
SWDs) während eines Absence Anfalls. In diesem Aktivitätszustand sind TC Neurone 
hyperpolarisiert und erlauben somit die Aktivierung des T-Typ Ca2+-Kanals (Steriade et al., 
1993; McCormick & Bal, 1997).  
Liegt das Ruhemembranpotential thalamischer Schaltneurone während Zuständen der 
Wachheit jedoch leicht depolarisiert vor (>-60 mV), sind die Zellen im tonischen 
Feuermodus. Unter diesen Bedingungen sind LVA Ca2+-Kanäle inaktiviert und die TC Zellen 
feuern einzelne Aktionspotentiale, die in ihrer Frequenz und Anzahl dem eingegangenen 
Signal aus dem sensorischen System entsprechen, so dass die Information unverändert an den 
Neokortex weitergeleitet wird (Steriade & Llinás, 1988; McCormick & Bal, 1997). Bisher ist 
allerdings wenig über die high voltage activated Ca2+-Ströme bekannt, die an diesem 
Aktivitätszustand der Neurone beteiligt sind. Mindestens fünf verschiedene, porenformende 
α1-Untereinheiten der HVA Kanäle (α1A - E) werden funktionell in TC Neuronen exprimiert 
(Kammermeier & Jones, 1997; Pedroarena & Llinás, 1997; Meuth et al., 2001). Etwa 40 % 
des gesamten HVA Stroms in TC Neuronen wird von den L-Typ (α1C, α1D) HVA Kanälen 
getragen, welche eine wichtige Rolle in der Regulation der Ca2+-induzierten Ca2+-Freisetzung 
aus intrazellulären Speichern (wie z. Bsp. dem endoplasmatischen Retikulum (ER)) spielen 
(Budde et al., 2000; Pape et al., 2004; Rankovic et al., 2009). Darüber hinaus wurde Ca2+-
Einstrom über L-Typ HVA Kanäle mit der Induktion von synaptischer Plastizität und 
Signalen über das cAMP response element (CRE) binding protein (CREB) assoziiert. In Folge 
dessen nimmt der Ca2+-Einstrom über L-Typ HVA Kanäle eine wichtige Position während 
der Stabilisierung von retinalen Projektionen auf den Thalamus ein (Guido, 2008; Ziburkus et 
al., 2009). Eine veränderte Genexpression für die P/Q-Typ HVA Kanäle konnte bereits für 
den NRT von ACI und WAG/Rij Ratten nachgewiesen werden (van de Bovenkamp-Janssen 
et al., 2004).  
Die vorliegende Studie zeigt erhöhte HVA Ca2+-Ströme unter Kontrollbedingungen im 
dLGN epileptischer WAG/Rij. Vorläufige Daten deuten darauf hin, dass dieser Anstieg auf 
eine erhöhte Expression von L-Typ Ca2+-Kanälen in TC Neuronen des dLGN von WAG/Rij 
beruht (Dr. T. Kanyshkova und Prof. Dr. Th. Budde, unveröffentlichte Beobachtung). Es 
konnte bereits gezeigt werden, dass Applikation eines L-Typ Ca2+-Kanalblockers die Anzahl 
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an Spitze-Welle-Entladungen in epileptischen Ratten vergrößert, während allerdings die 
Applikation eines Aktivators dieser Kanäle den gegenteiligen Effekt zur Folge hatte (van 
Luijtelaar et al., 1995; van Luijtelaar, 1997). Die vorliegende Studie zeigt eine verringerte 
Modulation des HVA Ca2+-Stroms nach β2-adrenerger Stimulation der WAG/Rij Neurone. Im 
Hinblick auf die signifikant verringerten Genexpressionslevel und der verminderten cAMP 
Konzentrationen in epileptischen Ratten scheint es nahe liegend, dass der Anstieg des basalen 
HVA Stroms in WAG/Rij die verminderte cAMP vermittelte Modulation dieses Stroms 
kompensiert.  
In den letzten Jahren wurde neben den T-Typ LVA Kanälen anderen Ca2+-Kanälen 
wenig Bedeutung in der Entstehung von Spitze-Welle-Entladungen beigemessen. Jedoch 
zeigen diese und andere Studien, dass HVA Kanäle durchaus eine Position in den Theorien 
zur Epileptogenese der Absence Epilepsie einnehmen sollten (van Luijtelaar et al., 1995; van 
Luijtelaar, 1997). Zudem zeigten Mausmodelle, in denen Ca2+-Kanäle mutiert waren 
(tottering: P/Q-Typ Kanal, lethargic: regulatorische β–Untereinheit für L-, N-, P/Q-, R-Typ 
HVA-Kanäle) neben weiteren Symptomen auch Absence Anfälle, die bezüglich der 
Symptomatik Parallelen zu der generalisierten Epilepsie des Menschen aufwiesen (Fletcher et 
al., 1996; Fletcher & Frankel, 1999). Das Ergebnis der vorliegenden Studie ist folglich ein 
weiterer Hinweis, dass die bisher nur wenig diskutierten HVA Ca2+-Kanäle auch einen 
Beitrag zur Entstehung von epileptischer Aktivität leisten. Ihre Einbindung in zelluläre 
Funktionen, die den tonischen Aktivitätszustand der TC Neurone während der Wachheit 
stabilisieren und somit den burst Modus der Zellen unterdrücken, gibt ihnen die Möglichkeit, 
einen antiepileptisch Einfluss zu nehmen.  
 
4.2 Interpretationen zum Einfluss der ACs auf die Generierung tonischer 
Aktivität in dLGN Schaltneuronen 
Der Beitrag der low voltage activated Ca2+-Kanäle (T-Typ) zur rhythmischen Aktivität 
sowie die Modulation der hyperpolarisationsaktivierten (HCN)-Kanäle durch Ca2+-abhängige 
ACs ist bereits gut untersucht (Lüthi & McCormick, 1999; Crunelli, 2005; Broicher et al., 
2007). Daher behandelt der zweite Abschnitt der Diskussion den Einfluss der 
Adenylylzyklasenaktivität auf das tonische Feuerverhalten der dLGN TC Neurone in dem 
Kontrollrattenstamm ACI. Der tonische Aktivitätszustand herrscht in Phasen der Wachheit 
vor und dient der Weiterleitung von sensorischer Stimuli aus der Peripherie zum Neokortex.  
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Die Ergebnisse des zweiten Teils der Studie können wie folgt zusammengefasst 
werden: (1) Anhand von voltage und current clamp Ableitungen konnte die Auswirkung der 
signalgesteuerten AC Stimulation auf die Funktion von TC Neuronen dargestellt werden. Es 
stellte sich heraus, dass erhöhte AC Aktivität in diesen Zellen das Feuerverhalten moduliert, 
indem die zeitabhängige Frequenzadaptation durch die Blockade von Ca2+-abhängigen K+ 
(BKCa)-Kanälen unterdrückt wird. (2) Mittels molekularbiologischer Methoden konnten die 
ZERO- und STREX-Spleißvarianten der BKCa Kanäle im dLGN detektiert werden. Die 
Anwesenheit dieser Varianten deutet auf eine komplexe Regulierung dieser K+-Kanäle über 
cAMP vermittelte Phosphorylierung hin.  
 
4.2.1 Ca2+-abhängige K+-Kanäle im Thalamus 
BKCa Kanäle (auch Maxi-K, KCa 1.1, Slo1 genannt) sind stark exprimiert in Neuronen 
fast aller Areale des zentralen Nervensystems. Sie zeichnen sich durch eine große K+-
Ionenleitfähigkeit im Bereich von 200 bis 250 pS aus und setzen sich in Folge dessen deutlich 
von den nahverwandten small conductance (SK) (5 – 20 pS) und intermediate conductance 
(IK) (20 – 40 pS) K+-Kanälen ab (Eichhorn & Dobrev, 2007). Die Sensitivität der BKCa 
Kanäle gegenüber Erhöhungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration sowie des 
Membranpotentials macht sie einzigartig. So können diese K+-Kanäle zwei unabhängige 
Signale integrieren und zu einer adäquaten, neuronalen Antwort beitragen, indem sie die 
Repolarisation des Membranpotentials unterstützen. Ein weiteres regulatorisches 
Charakteristikum dieser Kanäle ist ihre Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen, wie z. 
Bsp. der cAMP aktivierten Proteinkinase A (PKA) (Schubert & Nelson, 2001; Yan et al., 
2008). Funktionelle BKCa Kanäle setzen sich aus vier porenformenden α–Untereinheiten 
zusammen, die von einem einzigen Gen (Slo1, KCNMA1) kodiert werden. Allerdings weisen 
native BKCa Kanäle eine große Vielfalt an funktionellen Eigenschaften auf, die in 
verschiedenen Zellen (Gribkoff et al., 2001; Ghatta et al., 2006), zu unterschiedlichen 
Entwicklungsstadien (MacDonald et al., 2006) und unter geänderten physiologischen 
Bedingungen auftreten (Khan et al., 1993). Die Ursache für die funktionelle Mannigfaltigkeit 
dieser K+-Kanäle ist einerseits das alternative Spleißen der KCNMA1 mRNA (Tseng-Crank 
et al., 1994) und andererseits die Tatsache, dass die α–Untereinheiten bis zu 200 Serin- und 
Threoninreste enthalten, die potentielle Phosphorylierungsstellen für zelluäre Kinasen 
darstellen. Aus über 20 identifizierten Spleißvarianten der BKCa Kanäle treten im Hinblick auf 
die Kanalmodulation über Phosphorylierung zwei Varianten in den Vordergrund: ZERO und 
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STREX. Alternatives mRNA-Spleißen führt bei der STREX-Variante zu einer 174 Bp 
Insertion in den C-Terminus der α-Untereinheit, die eine PKA-Konsensussequenz enthält 
(Tian et al., 2001). Überdies hängt es von der Stöchiometrie der BKCa 
Tetramerphosphorylierung ab, ob diese Kanalmodulation inhibierenden oder aktivierenden 
Einfluss auf den Ionenstrom nimmt (Tian et al., 2004; Chen et al., 2005; MacDonald et al., 
2006). Die Phosphorylierung des Serins 899 (S899) in der PKA-Konsensussequenz aller vier 
α-Untereinheiten ist notwendig für die Aktivierung des Kanals. Hingegen die Inhibition dieser 
BKCa Kanäle erfordert die Phosphorylierung von nur einer einzigen α-Untereinheit in der 
STREX-spezifischen Spleißinsertion.  
Dieser hohe Level an regulatorischer Heterogenität bildet die Basis für den Einfluss 
der BKCa Kanäle auf verschiedene Aspekte des neuronalen Feuerverhaltens in 
unterschiedlichen Zelltypen, was die Feuerfrequenz, Aktionspotentialbreite sowie frühe und 
späte Phase der Frequenzadaptation einschließt (Shao et al., 1999; Kawai, 2002; Greffrath et 
al., 2004; Gu et al., 2007).  
Für die Schaltneurone des VB wurde bereits die cAMP vermittelte Inhibition der BKCa 
Kanäle beschrieben (Biella et al., 2001). Dieses Resultat wird unterstützt durch die Detektion 
der STREX-mRNA in allen postnatalen Altersstufen im Thalamus von Mäusen (MacDonald 
et al., 2006). Außerdem konnten auch in der vorliegenden Studie sowohl die ZERO als auch 
die STREX-mRNA Varianten im dLGN und VB von ACI Ratten nachgewiesen werden. Die 
current clamp Ableitungen zeigten eine deutliche Adaptation der Aktionspotentialfrequenz, 
die etwa 15 bis 20 min nach Beginn der Messung einsetzte. Dieses Phänomen war sensitiv 
gegenüber der Applikation von selektiven BKCa Kanalblockern wie Iberiotoxin sowie der 
Kombination aus Charybdotoxin und Paxillin. Zusätzlich verhinderte auch die β2-adrenerge 
Stimulation der dLGN Schaltneurone das Einsetzen der Frequenzadaptation.  
Unter Blockade der Proteinkinaseaktivität erhöhen endogene Proteinphosphatasen 
langsam aber stetig die BKCa Kanalaktivität (Hall & Armstrong, 2000). Im Bezug auf die 
Ergebnisse der vorliegenden Studie erklärt dies das zeitlich verzögerte Einsetzen der 
Adaptation der Aktionspotentialfrequenz. Hingegen die Stimulation der BKCa 
Kanalphosphorylierung durch Salmeterol-Applikation unterdrückte dieses Phänomen. Auch 
die Messungen der cAMP Konzentrationen drei Wochen alter Ratten deuteten auf eine 
geringe basale Adenylylzyklasenaktivität hin, während die voltage clamp Ableitungen des 
HVA Ca2+-Stroms das Vorhandensein basaler Aktivität der endogenen Phosphatasen 
anzeigten. Intrazelluläre Ca2+-Level steigen langsam während eines depolarisierenden Pulses 
unter Einbeziehung von Ca2+-Freisetzung aus internen Speichern an (Ca2+-induced Ca2+-
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release, CICR) (Budde et al., 2000) und ermöglichen so zunehmend die Aktivierung der BKCa 
Kanäle durch depolarisierende Einflüsse (s. Abb. 4.2.1-1). Dieses Modell wird durch die 
Tatsache bekräftigt, dass die Applikation der BKCa Kanalblocker keine Auswirkungen auf die 
ersten Aktionspotentiale eines Pulses hatte.  
Frühere Studien haben bereits zeigen können, dass das Absence Epilepsie-
Medikament Ethosuximid neben den T-Typ Ca2+-Kanälen auch BKCa Kanäle blockiert und so 
einen antiepileptischen Effekt ausübt (Leresche et al., 1998). Auch die Ergebnisse dieser 
Studie zeigen, dass die Inhibition der BKCa Kanäle die zeitabhängige Frequenzadaptation 
blockiert und so das tonische Feuermuster thalamischer Schaltneurone unterstützt.  
 
Abb. 4.2.1-1 Modell zum Mechanismus der Inhibition der Frequenzadaptation nach β2-
adrenerger Stimulation. Unter Kontrollbedingungen (ohne Zugabe von Salmeterol; mittlere Spalte) 
kommt es zur Aktivierung der BKCa Kanäle, da die intrazelluläre Ca2+-Konzentration während des 
depolarisierenden Pulses kontinuierlich ansteigt und so zunehmend dephosphorylierte BKCa Kanäle 
aktiviert werden. Endogene Phosphatasen sind konstitutiv aktiv und heben so die Inhibition der 
STREX-enthaltenen BKCa Kanäle auf. In Folge dessen öffnen die BKCa Kanäle vornehmlich in der 
letzten Phase des Pulses und induzieren die Frequenzadaptation. Salmeterol-Applikation (rechte 
Spalte) hingegen vermittelt über die Aktivierung von Adenylylzyklasen die Phosphorylierung und damit 
die Inhibition von STREX-enthaltenen BKCa Kanälen und unterdrückt so die Frequenzadaptation. 
[Ca2+]i: intrazelluläre Ca2+-Konzentration. 
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4.3 Spezifität von cAMP vermittelter Signaltransduktion durch 
subzelluläre Mikrodomänen  
Das zyklische AMP ist ein ubiquitärer sekundärer Botenstoff, der viele zelluläre 
Prozesse mit einer hohen Spezifität, Zuverlässigkeit und Genauigkeit kontrolliert. Die 
Signaltransduktion über cAMP als Botenstoff startet extrazellulär mit der Bindung des 
Liganden an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, der die Aktivierung der 
Adenylylzyklasen über stimulierende Gα-Proteine vermittelt. In Folge dessen wird eine hoch 
spezifische, zelluläre Antwort auf das extrazelluläre Signal durch eine begrenzte Auswahl an 
cAMP Effektorproteinen evoziert. Dazu gehören insbesondere die cAMP abhängige 
Proteinkinase A (PKA), regulatorische Proteine der Genregulation wie das cAMP response 
element (CRE) binding protein (CREB) aber auch Ionenkanäle, deren Aktivität direkt oder 
indirekt über cAMP moduliert werden kann.  
Als Mikrodomänen bezeichnet man subzelluläre Anordnungen von Komponenten 
einer Signalkaskade. Seit einigen Jahren sind lipid rafts und Calveolae in den Fokus der 
Forschung getreten. Sie entsprechen Membranarealen mit einer speziellen Lipid- und 
Proteinzusammensetzung und als Plattform für membranassoziierte Mikrodomänen dienen sie 
der Spezifität von Rezeptor vermittelten cAMP Signalen. Es gibt immer mehr Hinweise, dass 
Rezeptoren, Ionenkanäle und Zielenzyme diverser Signalkaskaden sowohl bei Invertebraten 
als auch bei Vertebraten in multimolekularen Signalkomplexen organisiert sind (Harris & Siu, 
2002). Die subzelluläre Lokalisation der Signalelemente ermöglicht eine schnelle, spezifische 
und reproduzierbare Antwort auf extrazelluläre Signale.  
So konnte auch für den β2-adrenergen Rezeptor die Einbindung in eine solche 
Mikrodomäne nachgewiesen werden. In HEK293-Kulturzellen (human embryonic kidney, 
HEK) führte Rezeptorstimulation in lipid raft Arealen zu cAMP Akkumulation, während in 
nicht-lipid raft Arealen keine erhöhte Produktion des sekundären Botenstoffs nachgewiesen 
werden konnte (DiPilato & Zhang, 2009). Auch scheint eine enge physikalische Kopplung 
von Ca2+-Mikrodomänen und Effektorkanälen zu bestehen. Denn affinitätschromatographisch 
aufgereinigte BKCa Kanäle in Plasmamembranen von Rattenhirn offenbarten die Anwesenheit 
von verschiedenen HVA Ca2+-Kanälen (Berkefeld et al., 2006; Parekh, 2008).  
Es gibt noch keine abschließende Erklärung dafür, wie die vielen extrazellulären 
Signale, die vorzugsweise über die Erhöhung der intrazellulären cAMP Konzentration 
weitergeleitet werden, differentielle Zellantworten auslösen können. Jedoch konnte für cAMP 
Signalkaskaden gezeigt werden, dass auch die cAMP Synthese in subzellulären 
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Kompartimenten in der Nähe der Plasmamembran stattfindet (Bundey & Insel, 2004). Oft 
werden cAMP Signale in räumlichen und zeitlichen Konzentrationsänderungen kodiert. Diese 
Kodierung ermöglicht wahrscheinlich die Aktivierung unterschiedlicher Signalketten durch 
diesen sekundären Botenstoff (Willoughby & Cooper, 2007).  
Bislang konnte für thalamische Neurone die Anordnung solcher Signalkaskaden in 
Mikrodomänen nicht nachgewiesen werden. Dennoch scheint es wahrscheinlich, dass die 
zeitlich-räumliche Spezifität der Vielzahl an cAMP vermittelten Zellprozessen in 
thalamischen Neuronen nur über entsprechende subzelluläre Anordnungen gewährleistet 
werden kann. Im Bezug auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie könnten zukünftige 
Experimente zum Nachweis der Kolokalisation sowie zur Identifizierung von beteiligten 
Proteinen der Signalkaskade und Effektormolekülen (AC Isoform mit L-Typ HVA oder BKCa 
Kanälen) durchgeführt werden. Diese Studien könnten weitere Erkenntnisse über die AC 
vermittelte Regulation der Aktivitätsmodi thalamischer Schaltneurone liefern.  
 
4.4 cAMP vermittelte Signaltransduktion im Thalamus 
Die Informationen über die Entwicklung des visuellen Systems wurden 
systemübergreifend genutzt, um allgemeine Mechanismen der entwicklungsabhängigen 
Plastizität im ZNS zu untersuchen. In Säugetieren enden retinale Eingänge beider Augen in 
spezifischen Zellschichten des primären, subkortikalen Kerns, dem dLGN, um dort die 
anatomische Basis des binokularen Sehens zu formen. Nach Ausbildung der retinalen Axone 
im Nagerhirn werden diese im Rahmen der seitenspezifischen Segregation der retinotopen 
Karten intensiv umgestaltet, was auf räumlicher und zeitlicher Summation von exzitatorischen 
Eingängen (excitatory postsynaptic potentials, EPSPs) und der Aktivierung von L-Typ Ca2+-
Kanälen als ein Element der aktivitätsabhängigen Plastizität basiert (Guido, 2008). Des 
Weiteren zeigte sich, dass früh postnatal verschiedene AC Isoformen in der Retina und im 
nachgeschalteten Sehsystem exprimiert werden, aber die Isoform AC1 stellte sich als 
Schlüsselkomponente in der Entwicklung und Reifung der retinalen Projektionen heraus 
(Ravary et al., 2003; Nicol et al., 2006). Auch der Ca2+ und cAMP regulierte 
Transkriptionsfaktor CREB erfüllt eine wichtige Funktion während der Remodellierung der 
retinalen Projektionen (Mermelstein et al., 2000; Dolmetsch et al., 2001). Mutante 
Mäusestämme, die eine reduzierte Aktivität von L-Typ Ca2+-Kanälen oder verringerte CREB-
Level aufweisen, zeigen eine fehlerhafte, retinotope Umgestaltung (Cork et al., 2001; Pham et 
al., 2001). In Folge dessen scheint der Anstieg der L-Typ Ca2+-Kanalexpression den früh 
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postnatalen Abfall der AC Expression in WAG/Rij Ratten zu kompensieren und dadurch eine 
korrekte Segregation der retinalen Projektionen zu ermöglichen. Adulte WAG/Rij Tiere 
zeigen in der Tat normale thalamisch und kortikal evozierte Potentiale und nur geringe 
Schwächen des sensorischen Informationsflusses (Meeren et al., 1998).  
Seit einiger Zeit ist bereits bekannt, dass β–adrenerge Signaltransduktion das 
rhythmische burst Feuerverhalten unterdrückt und tonisches Feuern durch Modulation von 
hyperpolarisationsaktivierten und zyklisch Nukleotid gesteuerten-(HCN) Kanälen in TC 
Neuronen induziert (s. Abb. 4.2.1-1(A, B)). Durch die direkte Bindung des cAMP an den 
HCN Kanal öffnet dieser bei positiveren Membranpotentialen und unterstützt so die 
Depolarisation der Zelle (Sherman & Guillery, 2006). Die cAMP vermittelte Kontrolle der 
niederfrequenten Aktivität hingegen ist in jungen WAG/Rij Ratten aufgrund von verminderter 
cAMP Sensitivität geringer. Obwohl Ca2+-abhängige kompensatorische Mechanismen die 
Funktion der HCN Kanäle zu stabilisieren scheinen und entsprechend zur Terminierung der 
Spitze-Welle-Entladungen (SWDs) in adulten Tieren beitragen (Kuisle et al., 2006), werden 
die Voraussetzung zur Entwicklung von chronischer Epilepsie im späteren Leben bereits in 
der dritten Lebenswoche geschaffen (Blumenfeld et al., 2008). Die Behandlung von jungen 
WAG/Rij Ratten mit einem klassischen Antiepileptikum unterdrückte die Entstehung von 
SWDs im adulten Tier. Daher ist es sinnvoll und wichtig, die molekularen und zellulären 
Determinanten der Absence Epilepsie in jungen Lebensstadien zu analysieren. Zudem 
unterstützt all dies die Annahme, dass die früh postnatalen Unterschiede in der AC 
Genexpression zwischen epileptischen und nicht-epileptischen Rattenstämmen zu der 
Entstehung eines pathologischen Phänotyps in adulten Tieren beitragen.  
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Abb. 4.2.1-1 cAMP vermittelte Modulation der thalamischen Aktivitätsmodi. β2-adrenerge 
Stimulation der AC Aktivität moduliert das Feuerverhalten thalamischer TC Neurone während des 
burst und tonischen Feuerns. (A) Die Bindung eines β2-adrenergen Agonisten an den 
membranständigen Rezeptor stößt die Signalkaskade an. Über das stimulierende G-Protein wird die 
cAMP Produktion aktiviert. Der sekundäre Botenstoff vermittelt daraufhin die zelluläre Antwort durch 
die Bindung an seine Effektorproteine. (B) Die Modulation des burst Modus erfolgt über die direkte 
Bindung von cAMP an die Bindedomäne für zyklische Nukleotide des HCN Kanals. In Folge dessen 
wird die Depolarisation der Zelle gefördert und somit der burst Modus unterdrückt. (C) Im tonischen 
Feuermodus werden cAMP vermittelt zwei Ionenkanäle moduliert. Einerseits führt die 
Phosphorylierung der HVA Kanäle durch die PKA zu einem erhöhten Ca2+-Einstrom. Andererseits 
induziert die Phosphorylierung im STREX-Fragment der BKCa Kanäle deren Blockade und damit die 
Inhibition der Frequenzadaptation. Rote Pfeile zeigen die Spannungssensitivität der Kanäle an. GS, 
stimulierendes G-Protein; ATP, Adenosintriphosphat; cAMP, zyklisches 3´-5´-
Adenonsinmonophosphat; PKA, Proteinkinase A; HCN, hyperpolarisationsaktivierter und zyklisch 
Nukleotid gesteuerter Kationenkanal; CNBD, cyclic nucleotide binding domain, Bindedomäne für 
cAMP und zyklisches Gunanosinmonophosphat (cGMP); BKCa, Ca2+-abhängiger K+-Kanal; HVA, high 
voltage activated Ca2+-Kanal; P, Phosphatrest; intra, intrazellulär; extra, extrazellulär.  
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass cAMP abhängige 
Signaltransduktion nicht nur das burst Feuern sondern auch tonisches Feuerverhalten in TC 
Neuronen kontrolliert. Während des tonischen Feuerns induzieren der cAMP vermittelte 
Anstieg der L- und N-Typ Ca2+-Kanalaktivität (Meuth et al., 2002) sowie die Ca2+-
Freisetzung aus intrazellulären Speichern (Budde et al., 2000) eine starke Aktivierung der 
BKCa Kanäle. Aber die cAMP abhängige Inhibition der STREX-enthaltenen Kanaltetramere 
gleicht diesen Effekt wieder aus. Im Hinblick auf die Informationsverarbeitung in TC 
Neuronen ist dies durchaus sinnvoll, da die Frequenzadaptation dadurch verhindert werden 
kann (s. Abb. 4.2.1-1 (A, C)).  
Zusammengefasst übt die cAMP vermittelte Signaltransduktion einen gut 
abgestimmten Einfluss auf die thalamischen Aktivitätsmodi aus, indem es die rhythmische 
burst Aktivität unterdrückt und die 1:1-Weiterleitung der sensorischen Information durch den 
Thalamus fördert. 
 




Die Umsetzung externer Signale in zelluläre Antworten wird als Signaltransduktion 
bezeichnet. Als Endglied solcher Signalkaskaden sind u. a. membranständige 
Adenylylzyklasen (AC) identifiziert worden. Adenylylzyklasen synthetisieren den sekundären 
Botenstoff 3´,5´-Adenonsinmonophosphat (cAMP) nach Stimulation durch eine Vielzahl von 
extrazellulären und intrazellulären Signalen (Avoli et al., 2001). Dadurch fungieren sie als 
An- und Ausschalter in der Zelle. Über die Erhöhung der intrazellulären cAMP Konzentration 
werden die extrazellulären Signale in diverse Zellantworten umgesetzt. Es konnte bereits 
gezeigt werden, dass durch Änderungen der intrazellulären cAMP Konzentrationen 
Ionenströme moduliert werden, die an der Generierung von normalen sowie abnormalen 
Aktivitätsmustern des thalamokortikalen Netzwerks beteiligt sind (McCormick & Huguenard, 
1992; Budde et al., 2002; Frère & Lüthi, 2004). cAMP beeinflusst die Aktivierungskinetik 
und Spannungsabhängigkeit der hyperpolarisationsaktivierten-(HCN) Kanäle (McCormick & 
Pape, 1990) und hat somit Einfluss auf die salvenartigen burst Entladungen von 
thalamokortikalen (TC) Neuronen, welche in Tiefschlafphasen sowie während absence 
epileptischer Anfälle vorherrschen. Obwohl ACs offenbar eine wichtige Funktion in der 
Regulation und Modulation der thalamischen Aktivitätsmodi spielen, wurden AC 
Genexpression und funktionelle Konsequenzen der AC Aktivierung in thalamischen 
Neuronen bisher kaum untersucht. Das Ziel dieser Studie ist es, den Beitrag der ACs zu 
abnormaler, synchroner Aktivität des thalamokortikalen Netzwerks im Fall der Absence 
Epilepsie zu untersuchen. Des Weiteren soll der Einfluss der ACs auf das tonische 
Feuermuster von TC Neuronen analysiert werden. Dieses Feuerverhalten ist grundlegend für 
die Weiterleitung sensorischer Informationen sowie Signalprozessierung in Phasen der 
Wachheit.  
WAG/Rij Ratten wurden als genetisches Tiermodell für die humane Absence 
Epilepsie ausgewählt, da sie charakteristische Spitze-Welle-Entladungen (spike-and-wave 
discharges, SWDs) im Alter von drei Monaten entwickeln. Zudem unterdrücken klinisch 
angewandte, antiepileptische Medikamente SWDs in WAG/Rij Ratten wie im Patienten. 
Nicht-epileptische ACI Ratten wurden als Kontrollstamm gewählt. Als gut etabliertes Modell 
im thalamokortikalen Netzwerk stand der dorsale Teil des Nucleus geniculatum laterale 
(dLGN) des Thalamus im Fokus der Experimente. Molekularbiologische, biochemische, 
immunhistochemische und elektrophysiologische (patch clamp) Methoden wurden 
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angewandt, um die Expression und Funktion der ACs im thalamokortikalen System zu 
analysieren.  
Der erste Abschnitt der vorliegenden Studie untersucht die Fragestellung, ob eine 
mögliche Dysfunktion von ACs zu der Entstehung von epileptischer Aktivität in den 
WAG/Rij Tieren beiträgt. Die Ergebnisse der quantitativen Realtime-PCR offenbarten eine 
komplexe Regulation von AC Genen über die Ontogenese von ACI und WAG/Rij Tieren. 
Insgesamt war die AC Genexpression in epileptischen Tieren im Vergleich zu den ACI Ratten 
deutlich schwächer. Insbesondere in drei Wochen alten WAG/Rij Tieren konnte eine 
signifikant schwächere Expression von verschiedenen Ca2+-regulierten AC Isoformen 
detektiert werden. Basierend auf den Differenzen in den Genexpressionsniveaus wurde die 
endogene cAMP Produktion in Gewebe beider Rattenstämme mittels eines biochemischen 
Assays quantifiziert. Es zeigte sich, dass die basale cAMP Syntheserate in beiden 
Rattenstämmen ähnlich ist. Allerdings nach direkter AC Stimulation konnten nominell 
geringere cAMP Konzentrationen in epileptischen Tieren nachgewiesen werden. Die 
funktionelle Relevanz dieser verminderten cAMP Produktion sollte anhand von 
elektrophysiologischen patch clamp Ableitungen eines cAMP modulierten Ionenstroms (high 
voltage activated (HVA) Ca2+-Strom) dargestellt werden. Nach indirekter AC Stimulation 
über einen β–adrenergen Agonisten konnte eine signifikant schwächere Modulation des HVA 
Stroms in WAG/Rij Ratten verzeichnet werden. Zusammengenommen zeigt der erste 
Abschnitt dieser Studie, dass tatsächlich eine Dysfunktion der ACs in dem Tiermodell der 
Absence Epilepsie vorliegt und zu einer gestörten Ionenkanalmodulation in TC Neuronen 
führt. Der zweite Abschnitt der Arbeit behandelt den Einfluss der ACs auf die Generierung 
von tonischer Aktivität des thalamokortikalen Netzwerks. Die Weiterleitung von sensorischen 
Signalen aus der Peripherie zum Neokortex unterliegt diesem tonischen Feuern. Voltage 
sowie current clamp Ableitungen von TC Neuronen des dLGN offenbarten, dass AC 
Aktivierung zur Blockade von Ca2+-abhängigen K+ (BKCa)-Kanälen führt und so das tonische 
Feuerverhalten der Zellen moduliert.  
Zusammengenommen zeigt diese Studie, dass ACs eine wichtige Funktion bei der 
Generierung von thalamischer Aktivität einnehmen. Eine Dysfunktion dieser Proteine kann zu 
den Ursachen für die Entstehung von absence epileptischen Anfällen gerechnet werden. 
Außerdem unterstützt die Inhibition von BKCa Kanälen nach AC Aktivierung den 
Relaismodus thalamischer Neurone und somit die wahrheitsgetreue Weiterleitung 
sensorischer Stimuli zum Kortex in Phasen der Wachheit.  
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°C   Grad Celsius 
4-AP    4-Aminopyridin 
5-HT    5-Hydroxytryptamin, Serotonin 
 
A   Ampere, SI-Basiseinheit der elektrischen Stromstärke 
AC   Adenylylzyklase  
ACI August-Copenhagen Irish, nicht-epileptischer 
Kontrollrattenstamm 
ACSF    artifizielle, zerebrospinale Flüssigkeit 
AP    Aktionspotential 
ARAS   aufsteigendes, retikuläres Aktivierungssystem 
ATP    Adenosintriphosphat 
 
Ba2+    Bariumionen 
BAPTA   1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethanyl-N,N,N’,N’-tetra-acetylsäure 
BSA    Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
 
Ca2+    Kalziumionen 
cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat 
cDNA    copy DNA (komplementäre Desoxyribonukleinsäure) 
ChTX   Charybdotoxin 
Cm    Membrankapazität 
CNBD   Bindungsstelle für zyklische Nukleotide 
CO2    Kohlendioxid 
 
DC    direct current (Gleichstrom) 
DEPC    Diethylpyrocarbonat 
dH2O    destilliertes Wasser 
dLGN    dorsaler Teil des Nukleus geniculatum laterale 
DMEM  Dulbecco’s modified eagle medium (Nährmedium für die 
Zellkultur) 
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EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EEG    Elektroenzephalogramm 
EGTA   Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure 
EPSP   exzitatorisches, postsynaptisches Potential 
 
GABA   γ-Aminobuttersäure 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GPCR   G-Protein gekoppelter Rezeptor 
GTP    Guanosintriphosphat 
 
h   Stunde, SI-Einheit einer Zeitstunde 
HBSS    Hank’s balanced salt solution 
HCN   hyperpolarisationsaktivierter, cAMP sensitiver Kationenkanal 
HEPES   2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HVA   high voltage activated Ca2+-Kanal 
Hz    Hertz, SI-Einheit für die Frequenz 
 
I/V    Strom-Spannungsbeziehung 
IBMX   3-Isobutyl-1-methylxanthin 
IbTX   Iberiotoxin 
IE    internationale Einheit 
Ih  hyperpolarisationsaktivierter, cAMP sensitiver Strom der HCN-
Kanäle, Schrittmacherstrom 
IInject    Injektionsstrom 
IKCa    Ca2+-aktivierter K+-Strom 
IL    L-Typ Ca2+-Strom 
IPSP   inhibitorisches, postsynatisches Potential 
IT    T- Typ Ca2+-Strom 
 
K+    Kaliumion 
 
l   Liter 
 
min    Minute 
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mM    millimol/liter, millimolar 
mRNA   Boten-Ribonukleinsäure (messenger RNA) 
MΩ    Mega-Ohm 
 
P   postnataler Tag 
PBS    phosphatgepufferte Salzlösung 
PCR    Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 
pF   pikofarad (Farad: SI-Einheit der elektrischen Kapazität) 
PFA    Paraformaldehyd 
PIPES    Piperazin-N,N'-bis(2-ethansulfonsäure) 
PKA   Proteinkinase A 
PKC   Proteinkinase C 
 
RNA    Ribonukleinsäure 
RT   Reverse Transkription 
RT-PCR   Realtime-Polymerasekettenreaktion 
 
TBS    trisgepufferte Salzlösung 
TC    thalamokortikales Projektionsneuron 
TEA    Tetraethylammonium 
TTX    Tetrodotoxin 
 
UV   ultraviolett 
 
WAG/Rij  Wistar Albino Glaxo Ratten aus Rijswijk/NL; 
Modellorganismus der humanen Absence Epilepsie 
 
x g   Normal-Fallbeschleunigung (9,81 m/s2) 
 
μm    Mikrometer 
 
Es wurden die üblichen Abkürzungen des „Système International“ und dessen Vorsätze zur 
Bezeichnung von dezimalen Vielfachen und Teilen verwendet. 
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